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1. Einleitung 
 
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone sind wichtige Mediatoren der 
Zellkommunikation. Sie steuern die Zellteilung, die Differenzierung, den Zelltod und die 
Produktion weiterer zellulärer Substanzen, wie Nucleinsäuren und Proteine [1].   
In dieser Arbeit soll die Wirkung des Wachstumsfaktors Hepatocyte Growth Factor 
(HGF) auf humane Mesothelzellen hinsichtlich der Proliferation, Migration und 
Sekretion der pro- und antifibrinolytischen Proteine t-PA,  PAI-1 und PAI-2 untersucht 
werden. 
 
1.1. Anatomie und Physiologie der Serosa 
 
Als Serosa versteht man die dünne, glänzende Oberfläche, die die meisten inneren 
Organe als Abgrenzung zur Leibeshöhle überkleidet. Histologisch können zwei Schichten 
der Serosa unterschieden werden; die zur Körperhöhle gewandte Tunica serosa, 
bestehend aus der Lamina epithelialis und der Lamina propria serosa sowie die 
darunterliegende Tela subserosa.  
Die Funktion der Tela subserosa liegt in der Verankerung der Tunica serosa mit dem 
darunterliegenden Organ. Sie enthält neben lockerem Binde- und Fettgewebe, zahlreiche 
Blut- und Lymphgefässe sowie Fibroblasten. Zelluläres Element der Tunica serosa ist die, 
in deren Lamina epithelialis gelegene, polygonale Mesothelzelle. Als Bindeglied 
zwischen Lamina epithelialis und Tela subserosa dient die Lamina propria serosa. Sie 
verknüpft durch ihr Netz von längs- und querverlaufenden Fasern die beiden Schichten 
[118]. 
Bei der Mesothelzelle handelt es sich um einen Abkömmling des mittleren Keimblattes 
(Seitenplattenmesoderm), die ein epitheloides Wachstum aufweist. Dies spiegelt sich 
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durch die Namensgebung dieser Zellinie wieder; Meso- als Kennzeichen des 
mesenchymalen Ursprungs und -thel als Hinweis auf die Ähnlichkeit zum Epithel. 
Unterstrichen wird dies durch die Doppelexpression von mesenchymalen und epithelialen 
Intermediärfilamenten wie Keratin und Vimentin [3]. 
Die Mesothelzellen kleiden die drei grossen Körperhöhlen  Pericard, Thorax und 
Abdomen  als seröse Zellschicht pflastersteinartig aus. Bezogen auf das Abdomen stellen 
Mesothelzellen die epitheloide Zellschicht dar, die als Peritoneum parietale die 
Bauchwand und als Peritoneum viscerale die Eingeweide bedecken [4]. In den 
Körperhöhlen ermöglichen sie das reibungsarme Gegeneinandergleiten der soliden 
Organe, das nicht nur durch einen dünnen Flüssigkeitsfilm, sondern vor allem durch die 
Sekretion verschiedener Moleküle ermöglicht wird. Hills et al. beschreiben 1982 eine 
Reihe von oberflächenaktiven Phospholipiden („Surfactant“), die von pleuralen 
Mesothelzellen sezerniert werden und den intrapleuralen Reibungswiderstand senken [5]. 
1989 konnten Dobbie et al. ebenfalls diese Phospholipide an Peritonealbiopsien 
nachweisen [6]. Die Funktion der Mesothelzellen beschränkt sich jedoch nicht nur auf die 
Verbesserung der Beweglichkeit innerer Organe, sondern sie spielen eine zentrale Rolle 
hinsichtlich entzündlicher und regenerativer Prozesse, und nehmen Einfluss auf die 
Zusammensetzung der Extrazellulärmatrix (EZM).  
Wie in allen Geweben sind auch die Zellen der Serosa miteinander und mit der EZM 
durch Zell-Zell Kontakte (Interzellularkontakte) und durch Zell-EZM Kontakte 
verbunden [7].  
Hauptbestandteil der EZM sind Kollagene, die etwa 25% des Totalproteins ausmachen.  
Es handelt sich dabei um jeweils drei α-Polypeptidketten, die sich zu einer Tripelhelix 
schlingen. Die Typen I-III werden dabei als nichtzelluläres Stroma (Anteile des 
connective-tissues) bezeichnet. Weitere Bestandteile der EZM sind Glykoproteine wie 
Laminin, Fibronektin, Entaktin und Nidogen. Zusätzlich kommen in der EZM 
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Aminozucker, die Glukosaminoglykane vor. Zu ihnen zählen beispielsweise Heparin und 
Hyaloronsäure. Die Funktion der EZM ist vielfältig; so dient sie in Form der 
Basalmembran (BM) der Verankerung der Epithelzellen und sorgt als strukturelles Gerüst 
für die Festigkeit und Elastizität der parenchymatösen Organe [8]. 
Der Aufbau der Basalmembran soll an untenstehender Schemazeichnung erläutert 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der EZM, ohne proportionalen Bezug der einzelnen 
Schichten zueinander [8]. 
 
Elektronenmikroskopisch lassen sich zwei Anteile der Basalmembran unterscheiden. Die 
weniger elektronenmikroskopisch dichte Lamina lucida, der die Epithelzellen mit ihrer 
basalen Plasmamembran aufsitzen, und die dichtere Lamina densa. Unterhalb dieser 
Schichten trennt die Lamina reticularis die Basalmembran vom interstitiellen Stroma. 
Hauptbestandteil der BM sind Kollagen Typ IV und Proteoglykane. Dabei ist Laminin 
hauptsächlich zur zellulären Seite gerichtet und interagiert mit der Plasmamembran der 
Zellen. Fibronektin weist hingegen zur interstitiellen Seite. Die Lamina reticularis besteht 
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hauptsächlich aus den Kollagenen I, II, III und V, Glukosaminoglykanen und 
Proteoglykanen [8]. 
Bezogen auf peritoneale, pleurale und pericardiale Mesothelzellen konnte gezeigt 
werden, dass ein grosser Anteil der EZM-Komponenten von diesen Zellen gebildet wird 
[9-12]. Neben den oben erwähnten Strukturen existiert eine zweite Gruppe von 
Molekülen die für die Zell-Zell und Zell-EZM Interaktionen verantwortlich ist. Es 
handelt sich um die grosse Gruppe der Adhäsionsmoleküle, die aufgrund ihrer Vielfalt an 
dieser Stelle nur erwähnt werden sollen. Die Bedeutung dieser Moleküle ist jedoch  gross, 
da sie die komplexen zellulären Vorgänge, wie Differenzierung, Proliferation und 
Apoptose mit regulieren [13-15].  
 
1.1.1. Klinische Bedeutung fibröser Verwachsungen der serösen Häute 
 
Entscheidend für die Funktion der sich bewegenden inneren Organe ist das reibungsarme 
Gleiten gegeneinander. Infektionen und Intoxikationen des Peritoneums und der 
intraabdominellen Organe können eine entzündliche Reaktion auslösen, aus der sich ein 
lebensbedrohliches Krankheitsbild entwickeln kann. Dieses ist als Peritonitis oder 
Peritonitiskrankheit bekannt. Abgegrenzt wird die seltene primäre Peritonitis, z. B. im 
Rahmen einer kindlichen Sepsis, von der sekundären Peritonitis, die unter anderem als 
Folge einer Perforation des Gastrointestinaltraktes und anschliessender bakterieller 
Kontamination entstehen kann [16+17]. Im Rahmen dieser abdominellen Erkrankung 
reagiert das Peritoneum mit der Sekretion eines fibrinogenreichen Exsudates, welches im 
weiteren Verlauf zur Verklebung der serösen Häute führt. Adhäsionen können nun selbst 
eine Vielzahl von Komplikationen und Beschwerden hervorrufen. Zu nennen sind hier 
neben der weiblichen Infertilität als Spätkomplikation, vor allem der mechanische Ileus 
(Adhäsionsileus), der sich in Form eines akuten Abdomens manifestiert und meist einer 
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chirurgischen Intervention bedarf. Häufig werden während chirurgischer Eingriffe die für 
den Ileus verantwortlichen Adhäsionen und Briden gelöst, jedoch führt die mechanische 
Adhäsiolyse oft zur weiteren Traumatisierung der serösen Häute, was eine erneute 
Ausbildung von fibrösen Verwachsungen begünstigt [18+19]. 
  
1.1.2. Mechanismen und zelluläre Dynamik der peritonealen Wundheilung 
 
Während entzündlicher Prozesse in den serösen Körperhöhlen kommt es zur Destruktion 
des mesothelialen Monolayers. Die Deckung dieser „nackten“ Areale kann nun auf zwei 
Arten erfolgen. Erstens durch Remesothelialisierung, die einer Restitutio ad integrum 
entspricht oder durch Verklebung mit dem gegenüberliegenden serösen Gewebe; dies ist 
als Defektheilung aufzufassen. Die Grundlage der Entstehung von Adhäsionen bildet die 
unvollständige Auflösung der Fibrinstränge. Diese dienen als Matrix für später 
einwandernde Fibroblasten, die ihrerseits durch Sekretion verschiedener Proteine (z. B. 
Kollagen) einen derben, bindegewebigen Strang ausbilden [20+21]. Dieser 
pathologischen Form der Wundheilung steht die Remesothelialisierung als 
physiologische Form der Wundheilung gegenüber. 
 
Zur Zeit existieren vier Vorstellungen über den Ursprung der Remesothelialisierung. Zum 
einen ist es möglich, dass Mesothelzellen aus dem gegenüberliegenden peritonealen Blatt 
abschilfern und anschliessend die Defektfläche besiedeln. Zum anderen wurde postuliert, 
dass sich die in der Peritonealflüssigkeit frei flottierenden serösen Reservezellen auf die 
Wunde legen und später zu Mesothelzellen differenzieren. Weiterhin könnte es nach 
einer transienten Adhäsion von Makrophagen und durch eine Metaplasie von 
mesenchymalen Vorläuferzellen zur Wundheilung kommen. Letztlich besteht noch die 
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Vorstellung, dass Vorläuferzellen des Knochenmarks zu neuen Mesothelzellen 
ausdifferenzieren [22+23]. 
Nach Destruktion des Peritoneums kommt es zu einem entzündlichen Erguss und zum 
Einwandern verschiedener Leukozyten, wie beispielsweise polymorphkernige neutrophile 
Granulozyten. Mit fortschreitender Entzündung nimmt die Anzahl der neutrophilen 
Granulozyten ab, während die Zahl der Makrophagen deutlich zunimmt und nach fünf 
Tagen das Zellbild bestimmt. Diese Zellen des unspezifischen phagozytierenden Systems 
zeigen eine hohe phagozytierende Potenz und produzieren eine Vielzahl von Proteinen 
wie Plasminogenaktivatoren (PA), Plasminogenaktivator-Inhibitoren (PAI), Kollagenase, 
Elastase, IL-1, IL-6 oder TNF-α. Weiterhin bewirken Makrophagen die Rekrutierung von 
Mesothelzellen, die in der Nachbarschaft der Defekte liegen. Diese wiederum bilden 
anschliessend  kleine Inseln, von denen die peritonealen Schäden remesothelialisiert 
werden können [24]. 
Besondere Bedeutung ist den Makrophagen beizumessen; anscheinend besitzen 
Makrophagen einen aktivierenden Effekt auf Mesothelzellen, so dass die 
Remesothelialisierung eines Defektes, unabhängig von seiner Grösse, innerhalb von 24 
Stunden beginnt und nach acht bis zehn Tagen abgeschlossen ist [24]. Fotev et al. 
konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Abwesenheit von Makrophagen in den 
entzündlichen peritonealen Exsudaten zu einer verzögerten Wundheilung führte [25].  
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1.1.3. Pathogenese der fibrösen Adhäsionen 
 
Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, entstehen fibröse Verwachsungen 
durch die unvollständige Lösung der mittels Fibrin verklebten Serosablätter. 
Im folgenden soll näher auf die einzelnen Aktivatoren und Inhibitoren der Fibrinolyse 
eingegangen werden.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Vereinfachte Darstellung des Einflusses der Plasminogenaktivatoren und Plasminogenaktivator-
Inhibitoren auf die Auflösung eines Fibringerinsels. 
 
Zu den Plasminogenaktivatoren zählen im wesentlichen die Serinproteasen t-PA und u-
PA. Diese beiden Enzyme zeigen unterschiedliche Aktivität. Beide werden als einkettiges 
Pro-Protein sezerniert und durch Proteasen in zweikettige Enzyme konvertiert. Dabei 
zeigt t-PA die Besonderheit, auch als einkettiges Enzym aktiv zu sein. U-PA bindet an 
seinen Rezeptor, den u-PA-Rezeptor [26]; dieser membranständige Rezeptor bindet 
sowohl Pro-u-PA als auch u-PA. Substrat für u-PA ist hauptsächlich das Protein 
Plasminogen. 
Plasminogenaktivatoren (t-PA, u-PA) 
Plasminogen Plasmin 
Fibringerinsel 
Fibrinmonomere 
Inhibitoren (PAI-1+2) Inhibition 
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T-PA bindet ebenfalls an die membranständigen t-PA Bindungsstellen und interagiert 
neben Fibrinogen auch mit EZM-Komponenten [27+28]. 
Antagonisten der Plasminogenaktivatoren sind die Plasminogenaktivator-Inhibitoren 
PAI-1 und PAI-2. PAI-1 ist ein rund 42 kDa schweres Protein mit Homologie zu α2-
Antiplasmin, Antithrombin III und α1-Proteinaseinhibitor. Substrat des PAI-1 ist vor 
allem membrangebundenes u-PA, freies u-PA sowie ein- und zweikettiges t-PA [29]. 
 PAI-2 kann in zwei unterschiedlichen Konstitutionen vorliegen; einerseits in einer etwa       
47 kDa schweren intrazytoplasmatischen und andererseits in einer ca. 60 kDa schweren, 
glykosylierten sekretorischen Form. Auch PAI-2 inaktiviert die Plasminogenaktivatoren 
t-PA und u-PA, ist jedoch gegenüber inaktivierender Einflüsse, wie beispielsweise 
Oxidation, stabiler als PAI-1 [30]. 
Neben ihrer Funktion als Regulatoren der Fibrinolyse [31] haben PA und PAI eine 
weitere wichtige Rolle. Sie kontrollieren die Migration und Metastasierung verschiedener 
Zellen, unter anderem durch den Abbau von EZM-Komponenten [32]. Inyang und 
Tobelen konnten zum Beispiel in ihrer Studie zeigen, dass PA am Vorgang der 
Endothelzellmigration beteiligt sind [33].  
Die Aufschlüsselung der EZM erfolgt unter anderem durch Plasmin. Neben der Spaltung 
von Fibringerinseln, spaltet Plasmin auch Glykoproteine wie Fibronektin und Laminin, 
nicht jedoch Kollagen IV [34]. Verschiedene Stoffe haben nun regulativen Einfluss auf 
die Aktivität des PA/PAI Systems. So inhibiert beispielsweise die Glykosylierung von 
Fibrin die Bindung von t-PA und die t-PA katalysierte Spaltung von Plasminogen zu 
Plasmin [35].  
Aber nicht nur Endothelzellen sind hinsichtlich der Sekretion von PA und PAI untersucht 
worden. Studien an glatten Gefässmuskelzellen und T-Lymphozyten konnten zeigen, dass 
die Migration und Proliferation dieser Zellen ebenfalls der Regulation des PA/PAI 
Systems unterliegen und dass eine Reihe von Zytokinen, wie beispielsweise γ-Interferon, 
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IL-4 oder PDGF, an der Regulation dieses Systems beteiligt sind [36-38]. Auch 
Mesothelzellen werden durch diese Enzyme beeinflusst. So zeigen sie beispielsweise 
unter Stimulation mit Heparin eine vermehrte Sekretion von t-PA, jedoch nicht von PAI-
1 [39]. Neben Heparin spielen noch weitere Mediatoren eine Rolle in der Regulation des 
fibrinolytischen Systems der Mesothelzellen. Es sind unter anderem TGF-β1, TNF-α und 
IL-1β,
 
die eine Erhöhung der mesothelialen PAI-1 und eine Inhibition der t-PA Sekretion 
hervorrufen und so aufgrund der peritonealen Hypofibrinolyse mitverantwortlich für die 
Ausbildung von Adhäsionen und pathologischer Wundheilung sind [40].  
 
1.1.4. Bedeutung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren in der Pathogenese 
fibröser Adhäsionen 
 
Bakterielle Infektionen, Ischämie, chemische und mechanische Irritationen sowie 
chirurgische Interventionen entzündliche Reaktionen des Peritoneums hervorrufen. 
In der Kaskade der Entzündungsantwort sind eine Vielzahl von Mediatoren, die unter 
anderem von Mesothelzellen sezerniert werden, involviert. Um wirkungsvoll eine 
bakterielle Infektion zu bekämpfen, müssen sowohl humorale, als auch zelluläre 
Mechanismen aktiviert werden. 
 
Granulozyten, Makrophagen und Monozyten spielen dabei eine wichtige Rolle. In der 
Initialphase einer bakteriellen Infektion produzieren Makrophagen IL-1 und TNF-α als 
Antwort auf den Kontakt mit bakteriellen Membranbestandteilen, wie zum Beispiel 
Endotoxin, einem Lipopolysaccharid gramnegativer Erreger [41]. Diese Zytokine 
initiieren eine entzündliche Kaskade, die mit der lokalen Vasodilatation einhergeht und 
unter anderem der Anschoppung weiterer Entzündungszellen dient. 
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Aktivierte Mesothelzellen sezernieren daraufhin Granulocyte-Colony-Stimulating Factor 
(GCSF), Granulocyte-Monocyte-CSF, Macrophage-CSF IL-1α, IL-1β und IL-6 [42+43]. 
IL-1β und TNF-α wiederum induzieren die Expression von IL-6 und IL-8. 
IL-8 dient dabei zur weiteren Chemotaxis und Rekrutierung von neutrophilen 
Granulozyten. Die Funktion von IL-6 wird bislang widersprüchlich diskutiert. Vermutlich 
dient es der Beendigung der Entzündungsreaktion, da seine Sekretion die Synthese 
anderer proinflammatorischer Zytokine inhibiert [44+45]. 
Ähnlich verhält es sich mit der mesothelialen Synthese von Prostaglandinen. Auch hier 
wird vermutet, dass sie der Eindämmung der Entzündungsreaktion dienen und somit der 
möglichen Entstehung einer Peritonealfibrose entgegenwirken [46+47]. Untersuchungen 
zur Verhinderung postoperativer Adhäsionsbildung haben gezeigt, dass Zytokine wie IL-
1 und TNF-α an der Entstehung von Adhäsionen beteiligt sind. Antikörper gegen diese 
Zytokine konnten die Adhäsionsbildung vermindern [48]. 
 
1.2. Hepatocyte Growth Factor / c-met System 
 
Bei Untersuchungen an leberteilresezierten Ratten wurde die Regeneration von 
Hepatozyten studiert. 1984 entfernten Nakamura et al. Ratten 2/3 der Leber. 24 und 48 
Stunden später wurden dann Blutproben entnommen und das daraus gewonnene Serum 
sowie Thrombozytenlysate untersucht und zur in vitro Stimulation von Rattenhepatozyten 
verwendet. Das Ergebnis dieser Arbeit war die Entdeckung eines ca. 150 kDa grossen 
Proteins, das sich elektrophoretisch aus dem Serum isolieren liess und einen stärkeren 
Effekt auf die DNA Synthese der Rattenhepatozyten hatte als EGF oder PDGF. Diesem 
neuen Protein wurde wegen seiner Wirkung auf Leberzellen der Namen Hepatotropin 
gegeben.   
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Die Untersuchungen von 1984 ergaben weiterhin, dass die Thrombozytenlysate keinen 
proliferationsfördernden Effekt auf Hepatozyten hatten [49]. 
In einer weiteren Studie konnte 1987 der nun als Hepatocyte Growth Factor bekannte 
Wachstumsfaktor auch aus Rattenthrombozyten isoliert und dessen Struktur dargestellt 
werden [50]. 
1988 veröffentlichten Gohda et al. eine Untersuchung, die an Patienten mit fulminantem 
Leberversagen durchgeführt worden war. Ein Ergebnis dieser Arbeit war die teilweise 
Charakterisierung des HGF [51]. 
Es folgte bald die Darstellung der für HGF kodierenden cDNA sowie der 
Aminosäuresequenz des HGF [52+53]. 
Das für HGF kodierende Gen wurde auf Chromosom 7q21.1 des menschlichen Genoms 
gefunden [54]. 
Die entsprechende DNA-Sequenz des  Hepatocyte Growth Factor (HGF) - auch als 
Scatter Factor (SF), Hepatopoietin A oder Tumour Cytotoxic Factor bekannt [54+55] - 
kodiert für ein 728 Aminosäuren langes, einkettiges Polypeptid, bestehend aus einer α-
Kette (AS 55-494) und einer β-Kette (AS 495-728), und weist eine 38%ige Homologie 
zu Plaminogen auf [52-57].  
In einer weiteren Studie wurde dargestellt, dass HGF als 90 kDa schweres, monomeres 
Pro-HGF sezerniert wird, wobei es jedoch noch nicht die volle Aktivität besitzt [58]. Die 
Überführung in die aktive Form erfolgt durch enzymatische Proteolyse, zum Beispiel 
durch u-PA, t-PA, Koagulationsfaktor XIIa oder durch den HGF-Aktivator. Es handelt 
sich hierbei um eine Serinprotease, die Ähnlichkeit mit dem Gerinnungsfaktor XIIa hat 
und ein Molekulargewicht von ca. 34 kDa aufweist [59]. Die Aktivierung des HGF durch 
diese Protease erfolgt durch proteolytische Spaltung zwischen den Aminosäuren Arg494 
und Val495 [60]. 
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Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der Konversion von Pro-HGF zu HGF. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der proteolytischen Aktivierung von Pro-HGF zu HGF durch u-PA, t-
PA, Koagulationsfaktor XIIa und den HGF-Aktivator [58-60]. 
 
Bei aktiven HGF handelt es sich um ein über Disulphidbrücken gebundenes 
heterodimeres Glykoprotein, das von Zellen mesodermalen Ursprungs sezerniert wird. 
Nach der proteolytischen Spaltung besteht HGF aus einer ca. 60 kDa schweren α-
Untereinheit und einer ca. 32-36 kDa schweren β-Untereinheit [52, 55+56, 61+62]. 
Der HGF-Rezeptor entspricht dem c-met Rezeptor. Dieses, auch als p190Met oder Scatter 
Factor Receptor bekannte Protein, wird von dem auf Chromosom 7q21-31 gelegenen c-
met Proto-Onkogen kodiert. Der 190 kDa schwere Rezeptor besteht, ähnlich wie HGF, 
aus einem Disulphidbrücken gebundenen Komplex, wobei eine 50 kDa schwere α-
Untereinheit mit einer 145 kDa schweren β-Untereinheit verknüpft ist.  
Sowohl die α-, als auch die β-Untereinheit sind an der Zelloberfläche exponiert.  
Die β-Untereinheit besitzt eine aus 23 Aminosäuren bestehende transmembranäre und 
eine tyrosinkinasetragende zytoplasmatische Region.  
Nachgewiesen wurde der Rezeptor beispielsweise in der Leber und an epithelialen Zellen 
des Gastrointestinaltraktes und der Niere [63+90]. 
HGF-Aktivator  
(Serinprotease) 
Pro-HGF HGF 
u-PA t-PA Koagulations-
faktor XIIa     
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Nachdem HGF an seinen Rezeptor gebunden hat kommt es zur Autophosphorylierung 
des intrazytoplasmatisch gelegenen Rezeptoranteils und zur Aktivierung weiterer 
Signalproteine. Es kommt zur Aktivierung von PI3-Kinase, p60src Tyrosinkinase, des 
GRB-Sos Komplexes und zur Stimulierung der Ras Signalweges durch die Aktivierung 
eines Ras-Guanin Releasing Faktors. Es kommt zur Bindng des phosphorylierten 
Rezeptors an eine Reihe verschiedener Proteine, wie die schon erwähnte PI3-Kinase oder  
Phospholipase C-γ und Src verwandte Tyrosinkinasen. Die Bindungsstellen des aktiven 
Rezeptors mit den einzelnen Signalproteinen sind teilweise bekannt. So bindet der 
Rezeptor beispielsweise an die AS Tyr1349 und Tyr1356 der SH-2 Domänen der PI3-Kinase 
[63-65] und es kommt zur Präzipitation einer Protein Tyrosin Phosphatase, die die 
Aktivität des Rezeptors nach seiner Bindung an HGF um das 5fache erhöht [66]. 
 
Über die HGF vermittelten Effekte sind eine Reihe von Untersuchungen durchgeführt 
worden [67]. 
Montesano et al. konnten einen HGF vermittelten morphogenen Effekt an der Zellinie 
MDKC demonstrieren. Die von ihnen in einem dreidimensionalen Kollagengel 
kultivierten Nierenepithelzellen wurden in Co-Kultur mit Fibroblasten bzw. 
Fibroblastenüberständen zur Tubulogenese befähigt und bildeten nierentubuliähnliche 
Strukturen aus [68]. 
Ein weiterer proliferationsfördernder Effekt, der durch HGF ausgelöst werden kann, 
konnte an humanen epidermalen Melanozyten nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass 
die in vivo nur gering mitotisch aktiven Melanozyten, unter Stimulation mit HGF in vitro, 
4-5mal stärker proliferierten [62]. 
Aber HGF besitzt auch antiproliferative Eigenschaften. 1991 zeigten Tajima et al. diesen 
Einfluss auf eine Vielzahl von Tumorzellinien, von denen hier lediglich zwei erwähnt 
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werden sollen. Es handelt sich um B6/F-Zellen (Melanom der Maus) und HepG2-Zellen 
(hepatozelluläres Carcinom des Menschen) [69]. 
Weiterhin konnte Tadmor einen zelldissoziativen Effekt nachweisen, den man als 
Scattering („zerstreuen“) bezeichnet und der ausdrückt, dass dabei Zellen den 
Zellverband verlassen, bzw. dieser sich auflöst [61].  
 
1.3. Zielsetzung 
 
Intraabdominelle Adhäsion der peritonealen Blätter, wie sie im Rahmen von Peritonitiden 
und chirurgischen Eingriffen entstehen können, sind von grosser klinischer Relevanz, da 
sie bei ihrer unvollständigen Auflösung zu fibrösen Verwachsungen führen und eine 
Vielzahl von Zweiterkrankungen hervorrufen können. Als die am klinisch bedeutensten 
sind hier die Infertilität durch Tuben- und Ovarverklebungen sowie der mechanische 
Adhäsionsileus zu nennen. 
Wie wir wissen, kommt es im Rahmen einer intraabdominellen Entzündung zur 
Freisetzung einer Viehlzahl von Entzündungsmediatoren, an deren Sekretion auch die 
Zellen der Serosa beteiligt sind. In dieser Arbeit soll nun der Einfluss des Hepatocyte 
Growth Factor auf humane Mesothelzellen hinsichtlich der komplexen Vorgänge der 
peritonealen Wundheilung untersucht werden. 
Hierzu soll zunächst durch verschiedene immunhistochemische Verfahren die Expression 
des c-met Rezeptors als spezifische Bindungsstelle des HGF, sowohl in vitro, als auch in 
vivo nachgewiesen werden.  
Von grosser Bedeutung sind die Wechselwirkungen zwischen den 
Plasminogenaktivatoren und Plasminogenaktivator-Inhibitoren, da deren 
Ungleichgewicht zugunsten der Inhibitoren die Entstehung von Verwachsungen 
begünstigt. Aus diesem Grund soll die HGF vermittelte Sekretion der pro- und 
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antifibrinolytischen Proteine t-PA, PAI-1 und PAI-2 als Modulatoren der Fibrinolyse 
ermittelt werden. Die morpho-, moto- und mitogene Potenz des HGF ist an einer Reihe 
von Zellen nachgewiesen worden. Da den Mesothelzellen eine entscheidende Rolle in der 
peritonealen Wundheilung zukommt, soll durch Migrations- und Proliferationsstudien 
untersucht werden, ob HGF auch diese Effekte bei Mesothelzellen hervorruft. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1. Material 
 
Alle Geräte, Gebrauchsmaterialien, Lösungen und Puffer sind im Anhang tabellarisch 
aufgeführt. 
 
2.2. Methoden 
 
2.2.1. Zellkultur 
 
2.2.1.1. Humane Omentum Majus Zellen 
 
2.2.1.1.1. Zellisolierung 
 
Das Ausgangsmaterial zur Isolation wurde freundlicherweise von der chirurgischen Abteilung 
der RWTH zur Verfügung gestellt.  
Es handelte sich dabei um frische, intraoperativ gewonnene Präparate des Omentum Majus 
Gewebe, das bei Patienten während eines grossen bauchchirurgischen Eingriffes (z.B. 
Sigmaresektion) teilweise entfernt werden musste. Die etwa 5x5x2 cm grossen Resektate 
wurden in HEPES-Transportpuffer steril und gekühlt (4 °C) aufbewahrt und innerhalb von 
vier Stunden weiterverarbeitet. Nur tumor- und entzündungsfreie Gewebsstücke wurden für 
die Kultivierung verwendet.  
Zu stark traumatisierte oder ausgetrocknete Bereiche des Omentum Majus Gewebes wurden 
verworfen. Vom verbleibenden Geweberest wurden ca. 2x2x1 cm grosse Stücke 
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abgeschnitten und in 20 ml 0,05%iger Trypsinlösung im Wasserschüttelbad inkubiert (7-10 
min, 37 °C).  
Die trypsinvermittelte Proteolyse wurde mit Standardmedium (20 ml, 37 °C) gestoppt und die 
Suspension zentrifugiert (10 min, 1100 rpm).  
Das Pellet wurde nach der Zentrifugation in 30 ml Standardmedium (37 °C) resuspendiert. Je 
10 ml der Zellösung wurden in eine 37 °C warme, gelatinebeschichtete T75 Kulturflasche 
ausgesät (Gelatinebeschichtung siehe Anhang). Auf den in der Literatur zu findenden 
Spülschritt mit PBS und erneuter Zentrifugation wurde verzichtet, da sich dieser Spülschritt 
subjektiv nicht in einer grösseren Zellausbeute oder Zellqualität niederzuschlagen schien. 
Die Bebrütung der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 und 10% O2 in feuchter 
Atmosphäre [70-73]. 
Alle 48 Stunden fand ein Mediumwechsel statt, bei dem der Zustand der Kultur, d.h. 
Zellaussehen, Zellform und Grösse, Proliferations- und Migrationsfähigkeit kontrolliert 
wurden. So konnte die Qualität der Kultur und mögliche Kontamination durch Bakterien, 
Pilze und Fibroblasten festgestellt werden. 
 
2.2.1.1.2. Passage 
 
Nach etwa 5-7 Tagen (ausgehend von der Primärkultur) war ein pflastersteinartiger 
Zellmonolayer zu erkennen. Diese konfluente Primärzellkultur wurde in einem Verhältnis von  
1:3 durch enzymatische Ablösung passagiert. 
Hierzu erfolgte die Inkubation des Zellmonolayers mit 4 ml 0,05%iger Trypsinlösung (2-3 
min, 37 °C), wobei die Ablösung der Zellen mikroskopisch kontrolliert wurde. Die 
Zellsuspension wurde mit 16 ml serumhaltigem Standardmedium (37 °C) versetzt und 
zentrifugiert (10 min, 1100 rpm). Nach Dekantieren wurde das Zellpellet in 30 ml 
Standardmedium aufgelöst und je 10 ml in eine gelatinebeschichtete T75 Kulturflasche 
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ausgesät und unter oben angegebenen Brutschrankbedingungen inkubiert. Nur Zellen der 
ersten Passage wurden für die Versuche verwendet.  
 
2.2.1.2. 4MBr-5 Zellen 
 
Als Referenzzellinie wurden die über ATCC bezogenen Bronchusepithelzellen des 
Rhesusaffen (4MBr-5 Zellen) verwendet. 
Kultivierung und Passage der 4MBr-5 Zellen entsprechen weitestgehend denen der HOMC.  
Der wesentliche Unterschied in der Kultivierung dieser Zellinie bestand darin, dass ihre 
Adhärenz auf Polysterol so gut war, dass die Kulturflaschen nicht beschichtet werden 
mussten.  
Die Inkubation im Brutschrank erfolgte bei 37 °C, 21% O2 und 5% CO2 in feuchter 
Atmosphäre (Kulturmedium siehe Anhang). 
 
2.2.2.  Qualitative und quantitative Nachweisverfahren 
 
2.2.2.1. Bioaktivitätsbestimmung von HGF 
 
Am Beginn der Untersuchungen wurden zur Überprüfung der Bioaktivität des eingesetzten 
HGF Proliferationsassays mit der nach Herstellerangaben vorgeschlagenen Referenzzellinie 
(4MBr-5) durchgeführt. 
 
Prinzipien des XTT-Kits 
 
Das Kit besteht aus zwei Substanzen, dem XTT und dem elektronenbindenden PMS. 
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Diese beiden Substanzen werden kurz vor Gebrauch im Verhältnis 50:1 (XTT:PMS) gemischt 
und in unten beschriebener Weise zu den Zellen gegeben.   
Der Test basiert auf der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes XTT in das orange, 
wasserlösliche Formazan, hervorgerufen durch die mitochondrialen Dehydrogenasen vitaler 
Zellen. Dieses kann photometrisch bestimmt werden. 
Die 4MBr-5 Zellen wurden aus der 22. Passagestufe in Suspension genommen und so mit 
Kulturmedium verdünnt, dass sich eine Konzentration von 100000 Zellen/ml ergab. 
Jeweils 100 µl dieser Zellsuspension wurden anschliessend in die Wells von 96er 
Mikrotiterplatten ausgesät, so dass schliesslich 10000 Zellen/Well vorhanden waren. 
Die Zellen wurden danach für 24 Stunden mit dem entsprechenden Medium bei 37  °C,  
21% O2 und 5% CO2 inkubiert. 
Am folgenden Tag wurde das Kulturmedium abgesaugt; jetzt erfolgte die eigentliche 
Stimulation der Zellen mit HGF. Um die Einflüsse des im Standardkulturmedium enthaltenen 
Serumproteins zu verringern, wurde die Serumproteinkonzentration des Mediums auf 1% 
reduziert.  
Nun wurden jeweils 100 µl des Mediums, das HGF in den Konzentrationen 0 ng/ml, 1 ng/ml, 
10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 75 ng/ml und 100 ng/ml enthielt, in die Wells gegeben. 
Die Zellen wurden für 15 Stunden unter oben erwähnten Bedingungen inkubiert. 
Nach 15 Stunden wurde den Wells je 50 µl der XTT-Lösung zugefügt und es folgte eine 
weitere Inkubationphase von sechs Stunden. 
Nach dieser Zeit wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von λ = 475 nm gemessen. 
 
2.2.2.2. Zytotoxizitätsmessung mittels XTT-ELISA 
 
Die Zytotoxizitätsmessung diente der Klärung, in welchem Konzentrationsbereich HOMC mit 
HGF stimuliert werden können, ohne dass toxische Konzentrationen erreicht werden. 
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Protokoll der Zytotoxizitätsmessung 
 
Dieser Test basiert auf dem gleichen Verfahren wie der Test zur Bioaktivitätsbestimmung. 
HOMC aus der ersten Passagestufe wurden mit Trypsin aus einer T75 Zellkulturflasche 
abgelöst, zentrifugiert und anschliessend in 10%igem Kulturmedium resuspendiert. Daraufhin 
wurden die Zellen in einer Konzentration von 10000 Zellen/Well in die Wells von 96er 
Mikrotiterplatten ausgesät und für 24 Stunden bei 37  °C, 5% CO2 und 10% O2 inkubiert. Am 
nächsten Tag wurde das Kulturmedium abgesaugt und jeweils 100 µl frisches Medium (1% 
HSP) auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte unter oben genannten Bedingungen. 
Am darauffolgenden Tag fand  nun die Stimulation der Zellen mit HGF statt. Hierzu wurde 
das Medium erneut abgesaugt und durch 100 µl/well 1%iges Medium ersetzt. Dieses Medium 
enthielt HGF in den Konzentrationen 0 ng/µl, 1 ng/µl, 10 ng/µl, 50 ng/µl, 100 ng/µl. Als 
Positivkontrolle diente 1%iges Medium, das 2% Triton®-X-100 enthielt. Die Stimulation 
dauerte 24 Stunden unter den bekannten Inkubationsbedingungen. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde den Wells XTT-Lösung hinzugesetzt, erneut inkubiert 
und gemessen. 
 
2.2.2.3. Immunhistologie und Immunfluoreszenz 
 
Immunhistochemische Verfahren ermöglichen den Nachweis bestimmter Proteine, die 
entweder intrazytoplasmatisch oder an der Plasmamembran von Zellen zu finden sind.  
Die im folgenden beschriebenen Methoden dienten einerseits der Differenzierung von 
Mesothelzellen, Endothelzellen und Makrophagen (da nur HOMC für die Versuche 
verwendet werden sollten) und andererseits der Identifizierung des c-met Rezeptors, an 
Mesothelzellen. 
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2.2.2.3.1. in vitro-Proteinnachweis mittels Immunfluoreszenz 
 
2.2.2.3.1.1. Charakterisierung der Mesothelzellkultur 
 
Die zur Differenzierung zwischen HOMC, Endothelzellen und Verunreinigungen durch 
Makrophagen (im Sinne der Qualitätssicherung) eingesetzten Antikörper waren gegen 
Cytokeratin 8, Cytokeratin 18, Vimentin, Ulex europaeus Lektin I sowie gegen CD 14 und 
CD 68 gerichtet [15, 40, 70]. 
 
2.2.2.3.1.2. Nachweis des c-met Rezeptors 
 
Wie beim vorgenannten Verfahren wird der Probe ein gegen das vermutete Antigen (in 
diesem Falle die Membranrezeptoren) gerichteter erster Antikörper zugesetzt, welcher nach 
einer gewissen Inkubationsphase an das Antigen bindet.  
Weiterhin wird ein zweiter Antikörper, der mit Biotin gekoppelt und gegen den ersten 
Antikörper gerichtet ist, zur Probe gegeben. Hat der zweite Antikörper an den ersten 
gebunden, kann der dritte, gegen Biotin gerichtete und mit einem Fluorochrom oder Enzym 
versehene Antikörper, der Probe zugegeben werden. Das vermutete Antigen kann 
anschliessend per Fluoreszenz oder enzymvermittelter Farbreaktion detektiert werden. Bei 
positivem Ergebnis, demnach bei Vorhandensein des Antigens (Rezeptors), kann die 
fluoreszierende bzw. „gefärbte“ Zellmembran mikroskopisch erkannt werden; im negativen 
Fall kann keine Reaktion detektiert werden. 
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Protokoll zur Detektion des c-met  Rezeptors auf HOMC 
 
Zwei Tage bevor die immunhistochemische Untersuchung durchgeführt werden sollte, 
wurden Lab-Teks® mit Fibronektin beschichtet.  
Am darauffolgenden Tag wurden HOMC der ersten Passagestufe mit Trypsin aus einer 
konfluenten T75 Kulturflasche abgelöst, zentrifugiert und mit 10 ml Kulturmedium 
resuspendiert. Nach Absaugen der Fibronektinlösung aus den vorbereiteten Lab-Teks®, 
wurden je 500 µl der Zellsuspension in jede Kammer gegeben, so dass alle Kammern nach 
Adhäsion einen konfluenten Zellrasen aufwiesen.  
Daraufhin wurden die in den Lab-Teks® befindlichen HOMC bis zum nächsten Tag bei 37 
°C, 10 % O2 und 5% CO2 inkubiert. 
Am dritten Tag begann dann die eigentliche Untersuchung: 
Der Überstand der Lab-Teks® wurde abgesaugt und die auf dem Boden befindlichen Zellen 
mit 500 µl 0,5%iger PFA-Lösung zur Fixierung überschichtet und für 30 Minuten bei 4 °C 
aufbewahrt.  
Anschliessend wurde die PFA-Lösung dekantiert und die Lab-Teks® dreimal mit je 500 µ l 
0,5%igem PBSSA gespült.  
Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mittels 5%iger PBSSA-Lösung blockiert. Dabei 
wurden die Zellen mit jeweils 500 µl dieser Lösung überschichtet und für 30 Minuten bei 4 
°C gelagert.  
Nach Dekantieren der PBSSA-Lösung wurden nun den Proben und den Positivkontrollen je  
250 µl der Erstantikörperlösung zugesetzt (h-met Antikörper 1:400 PBSSA-NP).  
Die PBSSA-NP 40 Lösung bestand aus 0,5%iger PBSSA Lösung, die 0,5% NP 40 enthielt. 
Den Negativkontrollen wurden nur 250 µl PBSSA-NP 40 (ohne Antikörper) zugesetzt. 
Bei Raumtemperatur erfolgte nun eine 45minütige Inkubation auf einem Taumler.  
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal für zehn Minuten mit je 500 µ l 
0,5%iger PBSSA gespült. 
Der mit Biotin gekoppelte Zweitantikörper wurde 1:500 mit 0,5%igem PBSSA verdünnt und 
mit einem Volumen von 250 µl in jede Kammer gegeben. 
Es folgte eine 30minütige Inkubationsphase bei Raumtemperatur auf dem Taumler. 
Danach wiederum dreimaliges Spülen mit 0,5%iger PBSSA-Lösung. 
Der dritte Antikörper war mit Streptavidin-Cy3 gekoppelt und wurde ebenfalls 1:500 mit 
PBSSA-Lösung verdünnt. 250 µl dieser Lösung wurden dann in jede Kammer pipettiert und 
für weitere 30 Minuten unter Lichtschutz auf dem Taumler bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach anschliessender zweimaliger Spülung mit PBSSA-Lösung wurden die Zellen mit PBS 
überschichtet und die Fluoreszenz am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop bei einer 
Wellenlänge von λ=568 nm betrachtet. 
 
2.2.2.3.1.2.1. in vivo-Proteinnachweis mittels indirekter Immunoperoxidase Technik 
 
Zur Darstellung des c-met Rezeptors in vivo wurden formalinfixierte und paraffineingebettete 
Resektate der Appendix vermiformes untersucht (Schnittdicke 5 µm). Zur sicheren 
Identifikaktion erfolgte jeweils eine Darstellung des Panzytokeratins im Folgeschnitt. Die 
untersuchten Blöcke stammten aus dem Archivmaterial des Institutes für Pathologie der 
RWTH-Aachen. Der Nachweis des c-met Rezeptors erfolgte in mehreren Schritten. Zur 
Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die frischen Schnitte zunächst für 30 Minuten 
mit 1%igem H2O2 Puffer überschichtet und danach dreimal in 1%igem PBSSA Puffer für je 
fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten Schritt wurden die Proben mit dem 
h-met Antikörper (1:200 verdünnt) inkubiert (60 Minuten bei Raumtemperatur). Es folgte die 
Spülung mit PBS (dreimal, je fünf Minuten). Die Schnitte wurden daraufhin mit dem 
Sekundärantikörper versetzt (45 Minuten bei Raumtemperatur) und wiederum dreimal mit 
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PBS gespült. Zur Detektion wurden die Präparate für 5 Minuten mit Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid inkubiert und anschliessend zehn Minuten lang mit Leitungswasser 
gewaschen. Zur Kernfärbung wurden die Schnitte drei Minuten bei Raumtemperatur mit 
Hämalaun überschichtet. Die Dehydrierung erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 
fünf Minuten bei Raumtemperatur). 
Als Negativkontrollen wurden jeweils Untersuchungen ohne ersten und zweiten Antikörper 
durchgeführt. Die Präparate wurden nach dem Ausmass der entzündlichen Serosareaktion in 
folgende vier Gruppen eingeteilt: entzündungsfreie Serosa (I), akute, geringgradige Peritonitis 
(II), akute, eitrig-fibrinöse Peritonitis (III), protrahierte, eitrig-fibrinöse Peritonitis mit 
reaktiver Mesothelzellhyperplasie (IV).  
Die Intensität der immunhistochemischen Reaktion wurde entsprechend des Ausmasses der 
Farbreaktion gradiert: - (keine spezifische Farbreaktion); + (schwache Farbreaktion); ++ 
(deutliche Farbreaktion); +++ (starke Farbreaktion). Die Darstellung und photographische 
Dokumentation erfolgte mittels Durchlichtmikroskopie. 
 
2.2.2.3.1.2.2. Nachweis der c-met Expression humaner Mesothelzellen in vitro mittels 
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) und Immunoblot 
 
Proteinaufschluss  
 
Sowohl HOMC, als auch 4MBr-5 Zellen wurden mit Trypsin abgelöst und anschliessend 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden der Überstande dekantiert und die Zellpellets in 
1 ml eiskaltem RIPA-Lysispuffer aufgenommen und sorgfältig resuspendiert. Daraufhin 
wurden die Suspensionen in sterile Eppendorfreaktionsgefässe überführt und für weitere zehn 
Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Die so gewonnenen Überstände wurden bis zum Tag 
der Proteinbestimmung bei -70 °C eingefroren.  
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Zur Vermeidung des proteolytischen Abbaus wurde der RIPA-Puffer [74] durch den 
Proteinaseinhibitor Aprotinin ergänzt. 
 
RIPA-Lysispuffer, pH=8,7 
0,05% Triton®-X-100 
120 mM Tris-HCl 
10 µl/ml Aprotinin 
alle Substanzen in Aqua bidest. gelöst 
 
 
Proteinbestimmung 
 
Das Gesamtprotein des Zellysates wurde mit dem BCA-PIERCE-Protein-Determination-Kit 
bestimmt. Mit Hilfe dieses Kits konnte die Proteinmenge photometrisch quantifiziert werden. 
Die Methode kombiniert die Biuretreaktion (bei gleichzeitiger alkalischer und thermischer 
Denaturierung von Proteinen, wird hinzugegebenes Cu2+ zu Cu1+ reduziert) mit dem Reagenz 
für Cu1+ (bicinchoninic acid, BCA). 
 
Prinzip des Kits 
 
BCA als wasserlösliches Salz ist ein sensitives und hochspezifisches Reagenz für das 
einwertige Kupferion. Makromolekulare Strukturen und die vier Aminosäuren Cystein, 
Cystin, Tryptophan und Tyrosin sind für den Farbumschlag der Proteinlösungen in 
Anwesenheit von BCA verantwortlich. Die Chelatbildung eines Cu1+ Ions mit zwei BCA 
Molekülen verursacht einen wasserlöslichen Farbniederschlag. Diese Reaktion weist ein 
Absorptionsmaximum bei ca. λ=590 nm auf. Die photometrisch gemessene Extinktion in 
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diesem Wellenlängenbereich ist direkt proportional zur Proteinmenge der Lösung die anhand 
einer Standardkurve ermittelt werden kann. 
 
Das Kit enthält zwei Lösungen: 
BCA-Kit 
Lösung A BCA Reagenz mit NaCO2, Na2CO3 und NaK-Tartrat in 0,2 N NaOH 
Lösung B 4% CuSO4-Lösung 
 
Die fertige Lösung wurde erst kurz vor Gebrauch aus 50 Teilen der Lösung A und 1 Teil der 
Lösung B angesetzt.  
Als Standard  wurde eine  BSA-Proteinlösung  (1 mg/ml) verwendet. Aus dieser 
Stammlösung wurden Proteinstandards mit den Konzentrationen cBSA= 0,5 µg/ml, 1 µg/ml, 
2,5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 25 µg/ml und 50 µg/ml erstellt. Je 30 µl dieser Standards und 
der Proben wurden in Dreifachbestimmung in die Wells einer 96er Mikrotiterplatte gegeben, 
mit je 200 µl der fertigen Lösung gemischt und für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. 
Anschliessend wurden die Extinktionen bei einer Wellenlänge von λ=590 nm gemessen. 
Anhand einer aus den Standardwerten erstellten Eichkurve konnten die 
Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung der Reaktion von Protein und BCA Reagenz zum BCA-Cu1+ Komplex. 
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SDS-Page  
 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) ist eine einfache und effektive 
Methode zur Auftrennung denaturierter Proteine entsprechend ihrer Molekülgrösse. In einem 
weiteren Schritt können die Proteine vom Elektrophoresegel auf eine Nitrocellulosemembran 
übertragen und anschliessend mittels spezifischer Antikörper detektiert werden.  
 
Durchführung der SDS-Page 
 
Die elektrophoretische Trennung von Proteingemischen erfolgte mittels diskontinuierlicher 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli [75]. 
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese in Gegenwart von SDS eignet sich zur analytischen 
Trennung von Proteinen nach ihrer Molekülgrösse. Hierbei wird das Proteingemisch zunächst 
thermisch denaturiert, so dass sich an die daraus entstehende Primärstruktur der Proteine SDS 
anlagert und den Peptidketten negative Ladungen verleiht. Die sich anlagernde Menge SDS 
ist proportional zur Peptidlänge; dabei beträgt das mittlere Verhältnis zwischen SDS und 
Peptid etwa 1,4 g SDS / 1 g Protein [76]. 
Die nach aussen hin negative Ladung führt zu einer Auftrennung der Proteine in der SDS-
Page nach ihrer Grösse; somit hat die Eigenladung der Peptidketten durch die Maskierung mit 
SDS keinen Einfluss mehr. 
Es wurden hierzu ausschliesslich diskontinuierliche Gele verwendet. Im oberen grobporigen 
Bereich werden zunächst die Proteingemische konzentriert und anschliessend im unteren 
engporigen Teil entsprechend der Molekülgrösse aufgetrennt. 
Zum Einsatz kamen hier 10%ige Polyacrylamid-Gele der Firma NOVEX®. 
Da das optimale Auftrennungsergebnis in der SDS-Page bei 0-10 ng Gesamtprotein pro Slot 
erreicht wird, wurden die eingesetzten Zellysate so verdünnt, dass Proteinkonzentrationen von   
Material und Methoden        28    
 
 
2 ng/µl vorlagen. Von dieser Konzentration wurden nun 1:10 und 1:25 Verdünnungen 
angefertigt. Jeweils 25 µl dieser verdünnten Lösungen wurden anschliessend mit 25 µl SDS-
Gel-Loading-Puffer versetzt und fünf Minuten bei 95 °C im Wasserbad erhitzt. 
Zwischenzeitlich wurde das Polyacrylamidgel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und 
die Puffertanks mit Elektrophoresepuffer gefüllt. 
Anschliessend wurde das Gel mit 20 µl der Proben (entsprechend 10 µg, 1 µg und 0,4 µg 
Gesamtprotein) beladen.  
Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 130 V über einen Zeitraum von 80 bis 90 
Minuten. Nach Ablauf der Elektrophorese wurde das Gel in der Western-Blot Analyse 
weiterverwendet. 
 
Eingesetzte Puffer 
 
SDS-Gel-Loading-Puffer 
3 ml 1M Tris-HCl, ph = 6,8 
3 ml 20% SDS 
1 ml β-Mercaptoethanol 
1 mg Bromphenolblau 
2 ml Glycerin 
Ad 10 ml Aqua bidest. 
 
Elektrophoresepuffer (5x) vor 
Gebrauch 1:5 mit Aqua bidest. zu 
verdünnen 
94 g Glycin 
15,1 g Tris 
25 ml 20% SDS 
Ad 1000 
ml Aqua bidest. 
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Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran (Western-Blotting) 
 
Gelelektrophoretisch aufgespaltene Proteine können mittels Western-Blot Technik auf 
Nitrocellulosemembranen übertragen werden. Diese Technik ermöglicht die Detektion der 
immobilisierten Proteine durch Immunostaining.  
 
Durchführung des Proteintransfers 
 
Die Übertragung erfolgte im elektrischen Feld mit Hilfe einer Mini-Transblot-Apparatur. Das 
Polyacrylamidgel und die Nitrocellulose wurden in einer mit Blot-Puffer gefüllte Schale in 
„Sandwich“-form folgendermassen zusammengesetzt:  
In eine Kunststoffkassette wurden zwei etwa 5 mm dicke Schwämme gelegt. Auf diese 
Schwämme kamen nun zwei Lagen Whatman 3 MM-Papier und darauf das Polyacrylamidgel. 
Auf das Gel wurden die Nitrocellulosemembran, zwei Lagen Whatman 3 MM-Papier und 
wieder zwei Schwämme gegeben. Die Kassette wurde in Blot-Puffer getaucht und so dicht 
verschlossen, dass sich zwischen den einzelnen Lagen keine Luftblasen befanden. 
Die Blot-Kammer wurde mit Blot-Puffer gefüllt und die Kassette so in die Kammer gestellt, 
dass die Nitrocellulosemembran zur Anode wies.  
Während des Elektrotransfers wurde die Blot-Kammer zur Kühlung an ein Kühlsystem 
angeschlossen. 
Der Transfer erfolgte bei einer Stromstärke von 200 mA für die Dauer von 90 Minuten. 
Zur Darstellung des erfolgreichen Transfers wurden die Proteinbanden auf der Nitrocellulose 
mit einer Ponceaulösung sichtbar gemacht: 
Die Membran wurde für etwa 5 Minuten in einer gebrauchsfertigen Ponceaulösung inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die überschüssige Ponceaulösung verworfen und die 
Membran mit Wasser gewaschen. Das Proteinbandenmuster wurde nun sichtbar. Fakultativ 
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kann man zur Orientierung die Höhe der Banden mit einem weichen Bleistift am Rand der 
Membran markieren. Die Membran wurde danach durch zehnminütiges Waschen mit Wasser 
entfärbt und einmal für drei Minuten in PBS gespült. 
Zur Absättigung der unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran, 
wurde die Membran über Nacht (ca. 20 Stunden) in Blocking-Puffer inkubiert [77]. 
 
Immunostaining 
 
Mit Hilfe spezifischer Antikörper wurden im Immunostaining einzelne Proteine im 
Proteinbandenmuster, die durch Western-Blotting auf die Nitrocellulosemembran übertragen 
worden waren, detektiert. Hierbei bindet ein primärer, gegen das Zielprotein gerichteter 
Antikörper, an das Protein. Der sekundäre Antikörper bindet an die konstante Region des 
Primärantikörpers und wurde durch das Western-Light Plus™ Chemilumineszenz Detektion 
System erkannt. 
 
Durchführung des Immunostainings 
 
Der Erstantikörper, anti-h-met, wurde mit Blocking-Puffer im Verhältnis 1:100 verdünnt. 
Die Nitrocellulosemembran wurde daraufhin für 60 Minuten in 20 ml der Antikörperlösung 
bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert. 
Anschliessend wurde zur Entfernung des überschüssigen, nicht gebundenen 
Primärantikörpers, die Membran für zweimal fünf Minuten unter leichtem Schütteln mit 50 
ml Waschpuffer gespült. 
Der mit Biotin gekoppelte Zweitantikörper wurde ebenfalls mit Blocking-Puffer verdünnt 
(1:10000) und die Membran für 60 Minuten bei Raumtemperatur in 20 ml der 
Antikörperlösung unter leichtem Schütteln inkubiert. 
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Nach Ablauf der Inkubationszeit folgten zwei Waschschritte mit 50 ml des Waschpuffers für 
fünf Minuten. 
 
Chemolumineszenz Detekions System 
 
Durch dieses System wurden die Zielproteine und der Grössenstandard mit Hilfe eines 
chemolumineszierenden Substrates sichtbar gemacht. 
Die mittels biotinyliertem Zweitantikörper markierten Zielproteine wurden an einen 
Streptavidin-alkalische Phosphatase-Komplex (Avidx-AP-Konjugat) gekoppelt und mit Hilfe 
von CSPD® (ein chemolumineszierendes Substrat für alkalische Phosphatase) auf einem 
Röntgenfilm dargestellt. 
Die Nitrocellulosemembran wurde für 20 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schütteln in 20 ml Avidx-AP-Konjugatlösung (Avidx-AP-Konjugat wurde zuvor 1:20000 mit 
Blocking-Puffer verdünnt) inkubiert. 
Zur Entfernung des nicht gebundenen Avidx-AP-Konjugates wurde nach der Inkubationszeit 
die Nitrocellulosemembran dreimal für fünf Minuten mit 20 ml Assay-Puffer gewaschen. 
Zwei Waschschritte mit 20 ml Assay-Puffer für je zwei Minuten folgten. 
Nachdem die Membran zweimal mit Assay-Puffer gewaschen worden war, wurde sie für fünf 
Minuten in 3 ml CSPD® / Nitro-Blocklösung (3 ml CSPD® + 150 µl N-Block) inkubiert. 
Die Membran wurde in eine Folientüte eingeschweisst und zusammen mit einem Röntgenfilm 
in eine Röntgenfilmkassette gegeben. Die Expositionszeit betrug 25 Minuten. 
Durch Umsetzten von CSPD® durch Avidx-AP-Konjugat wird Licht emittiert, das je nach 
Expositionsdauer einen Röntgenfilm schwärzen kann. 
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Eingesetzte Puffer 
 
Blot-Puffer 
4,54 g Tris 
21,1 g Glycin 
300 ml Methanol 
1200 ml Aqua bidest. 
                     
Blocking-Puffer 
0,2% I-Block 
1 X PBS 
0,1% Tween-20 
1200 ml Aqua bidest. 
 
 
Wasch-Puffer 
1 X PBS 
0,1% Tween-20 
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2.2.2.4. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assays (ELISAs) 
 
 
Vorbemerkung 
 
Die Testverfahren zur quantitativen Detektion der pro- und antifibrinolytischen Enzyme PAI-
1, PAI-2 und t-PA weisen grösstenteils die gleichen Arbeitsschritte auf, so dass an dieser 
Stelle das gemeinsame Prinzip der Tests vorgestellt werden soll. Die Unterschiede werden bei 
der Besprechung der jeweiligen Tests dargelegt.  
Die zu untersuchenden Proben bestanden aus Zellüberständen von HOMC, die mit HGF in 
den Konzentrationen 0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml stimuliert worden waren. Als 
Positivkontrolle dienten in einigen Versuchen Überstände von Mesothelzellen, die mit 500 µ l 
EGM-2 stimuliert worden waren. Die Stimulation der Zellen erfolgte in 24er 
Multiwellplatten, die fribonektinbeschichtet waren. Ausgesät wurden die Zellen in einer 
Konzentration von 100000 Zellen/Well. Ein Tag vor der eigentlichen Stimulation erfolgte ein 
Mediumwechsel, wobei die Serumkonzentration auf 1% reduziert wurde. Zur Stimulation 
wurden jeweils 500 µl Medium (bzw. EGM-2) mit den oben erwähnten HGF Konzentrationen 
verwendet. Nachdem der gesamte Überstand abpipettiert worden war, wurden die Zellen mit 
300 µl Trypsin abgelöst und mit 700 µl 10%igem Medium resuspendiert. Anschliessend 
wurde die Zellzahl mit Hilfe des CASY® Zellzählers bestimmt. Somit konnten die zu 
detektierenden Antigenmengen auf die Zellzahl bezogen werden. 
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Gemeinsames Prinzip der ELISAs 
 
Die Detektion eines Antigens folgt dem Prinzip des „Sandwich“-Assays. 
Dabei wird in jedes Well zunächst ein monoklonaler Antikörper gegeben, der an der Wand 
anhaftet. Daraufhin kann das Antigen an den ersten Antikörper binden. Als nächstes wird ein 
zweiter, monoklonaler, peroxidasegekoppelter Antikörper hinzugegeben, der wiederum an 
eine freie antigene Determinante des Antigens bindet.  
Das „Sandwich“ besteht aus (Wand-) Coat Antikörper - Antigen  - Konjugat Antikörper. 
Der nichtgebundene Konjugat Antikörper wird herausgewaschen und das Peroxidase 
Enzymsubstrat OPD wird hinzugesetzt. Nach der Oxidation durch den peroxidasegekoppelten 
Antikörper bildet sich ein gelbes Oxidationsprodukt, dessen Menge sich direkt proportional 
zur Menge des Antigens verhält.  
Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, gehorchen die Tests dem ISAC (Immunological 
Specifity and Accuracy Control) Prinzip. 
Jede Probe wird in zwei identisch gecoateten Wells - einem „N-Well“ und einem „A-Well“ - 
analysiert. Zu jedem A-Well wird ein Überschuss der löslichen Form des Coating Antikörpers 
gegeben. Dieser verhindert, dass während der Inkubation der Proben das gesuchte Antigen an 
den wandständigen Coating Antikörper binden kann. Die A-Well Antwort hängt nun lediglich 
von unspezifischen Effekten ab, da die Antigenantwort maskiert wird. 
Die N-Wells enthalten nur Antikörper, die nicht mit dem Antigen reagieren. Das heisst, die     
N-Wells repräsentieren die Summe der für das Antigen spezifischen und unspezifischen 
Effekte. Die Differenz zwischen N-Well und dem korrespondierenden A-Well ist somit die 
antigenspezifische Reaktion. 
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2.2.2.4.1. Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1) 
 
Am Vortag des Versuches wurden die Maxi Sorp® Mikrotiterplatten gecoatet. Hierzu wurden 
250 µl Coat in 25 ml 0,1 molarem NaHCO3 Puffer gelöst. Jeweils 200 µl dieser Lösung 
wurden dann in jedes Well gegeben, die Platten mit Mikrotiterklebefolie verschlossen und bis 
zum nächsten Tag bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Am gleichen Tag 
wurde der Inhalt einer Dose PET-Puffers in 1 Liter Aqua bidest. mittels Magnetrührer 
aufgelöst und ebenfalls bis zum nächsten Tag aufbewahrt.  
Am nächsten Tag wurden die Platten ausgeklopft und viermal mit PET-Puffer gespült. 
Jeweils 150 µl Prefill N wurden in alle Spalten mit ungerader Zahl gefüllt und jeweils 150 µ l 
Prefill A in alle Spalten mit gerader Zahl pipettiert. 
20 µl des PAI-1 Standards (cPAI-1=0 ng/ml, 12,5 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml) und 20 µl der 
zuvor 1:50 verdünnten Proben wurden aufgetragen (Proben in dreifacher Bestimmung).  
Die Platten wurden mit Mikrotiterklebefolie verschlossen und drei Stunden bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 5 µl Konjugat in 5 ml Pet-Puffer verdünnt und 
anschliessend 50 µl dieser Lösung in jedes Well gegeben. Die Platten wurden wie oben 
verschlossen und für weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. 
Nach 120 Minuten wurden die Platten ausgeklopft und viermal mit PET-Puffer gespült. Der 
nächste Schritt bestand in der Substratentwicklung. Hierfür wurden 3 ml Aqua bidest. in das 
dem Kit beiliegende Gläschen OPD gefüllt. Nachdem sich das OPD aufgelöst hatte, wurde 
der gesamte Inhalt mit 24 ml Aqua bidest. versetzt und zusätzlich 10 µl 30%iges H2O2 
hinzugegeben. Anschliessend wurden jeweils 200 µl dieser Lösung in jedes Well pipettiert 
und die Platten für 20 Minuten im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert. Zum Abstoppen der 
Reaktion wurden nach 20 Minuten jedem Well 50 µl 4,5 molare H2SO4 zugesetzt und die 
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Platten für weitere zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Messung im ELISA-Reader 
erfolgte bei einer Wellenlänge von λ=492 nm. 
 
2.2.2.4.2. Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 2 (PAI-2) 
 
Die PAI-2 Quantifizierung unterscheidet sich insofern von dem oben beschriebenen PAI-1 
Kit, als dass die Mikrotiterplatten, die dem Kit beiliegen, bereits mit einem monoklonalen 
PAI-2 Antikörper gecoatet sind. Als erstes wurde auch hier der PET-Puffer hergestellt. 50 µl 
PET-Puffer wurde in jedes Well pipettiert und die Platten für eine Minute leicht geschwenkt. 
20 µl des PAI-2 Standards (cPAI-2=0 ng/ml, 15 ng/ml, 30 ng/ml, 45 ng/ml und 60 ng/ml) und 
20 µl der Proben wurden aufgetragen (Proben in Dreifachbestimmung), die Platten mit 
Mikrotiterklebefolie verschlossen und eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Konjugat in 7 ml Pet-Puffer aufgelöst und 
anschliessend 50 µl dieser Lösung in jedes Well gegeben. Die Platten wurden wie oben 
verschlossen und für weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. 
Nach einer Stunde wurden die Platten ausgeklopft und viermal mit PET-Puffer gespült. Der 
nächste Schritt bestand in der Substratentwicklung. Hierfür wurden 2 ml Aqua bidest. in das 
dem Kit beiliegende Substrat gefüllt, der gesamte Inhalt mit 22 ml Aqua bidest. versetzt und 
zusätzlich 2 ml 15%iges H2O2 hinzugegeben. 200 µl dieser Lösung wurden in jedes Well 
pipettiert und die Platten für 15 Minuten im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert. Zum 
Abstoppen der Reaktion wurden nach 15 Minuten jedem Well 50 µl 3 molare H2SO4 
zugesetzt und die Platten für weitere zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Messung im 
ELISA-Reader erfolgte bei einer Wellenlänge von λ=492 nm. 
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2.2.2.4.3. Plasminogenaktivator vom Gewebetyp (t-PA) 
 
Auch die Detektion des t-PA erfolgte nach dem oben genannten Prinzip. Am Vortag des 
Versuches wurden die Maxi Sorp® Mikrotiterplatten gecoatet. 250 µl Coat wurden in 25 ml 
0,1 molarem NaHCO3 Puffer gelöst. 200 µl dieser Lösung wurden dann in jedes Well 
gegeben, die Platten mit Mikrotiterklebefolie verschlossen und bis zum nächsten Tag bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Am gleichen Tag wurde der Inhalt einer Dose 
PET-Puffers in 1 Liter Aqua bidest. mittels Magnetrührer aufgelöst und ebenfalls bis zum 
nächsten Tag aufbewahrt.  
Am nächsten Tag wurden die Platten ausgeklopft und viermal mit PET-Puffer gespült. 
Daraufhin wurden jeweils 150 µl Prefill N in alle Spalten mit ungerader Zahl gefüllt und 
jeweils 150 µl Prefill A in alle Spalten mit gerader Zahl pipettiert. 10 µl des t-PA Standards 
(ct-PA=0 ng/ml, 1,5 ng/ml, 3 ng/ml, 6 ng/ml, 12 ng/ml, 18 ng/ml, 24 ng/ml, 30 ng/ml) und 10 
µl der Proben wurden aufgetragen (Proben in Dreifachbestimmung), die Platten mit 
Mikrotiterklebefolie verschlossen und drei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schüttler 
inkubiert. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 40 µl Konjugatlösung in 8 ml Pet-Puffer verdünnt 
und 50 µl dieser Lösung in jedes Well gegeben. Die Platten wurden verschlossen und für 
weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. 
Danach wurden die Platten ausgeklopft und viermal mit PET-Puffer gespült. Der nächste 
Schritt bestand in der Substratentwicklung. Hierfür wurden 3 ml Aqua bidest. in das dem Kit 
beiliegende Gläschen OPD gefüllt, mit 24 ml Aqua bidest. versetzt und zusätzlich 10 µ l 
30%iges H2O2 hinzugegeben. Jeweils 200 µl dieser Lösung wurden in jedes Well pipettiert 
und die Platten für 30 Minuten im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert. Zum Abstoppen der 
Reaktion wurden nach 30 Minuten jedem Well 50 µl 4,5 molare H2SO4 zugesetzt und die 
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Platten für weitere zehn Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Messung im ELISA-Reader 
erfolgte bei einer Wellenlänge von λ=492 nm. 
 
2.2.3.  Funktionelle Untersuchungen zur Migration und Proliferation 
 
2.2.3.1. Scratch-Assay 
 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, werden peritoneale Defekte wieder durch 
Mesothelzellen gedeckt. 
Mit Hilfe des nach Yung and Davies [78] modifizierten Scratch-Assays, soll ein in vitro 
Modell vorgestellt werden, das es ermöglicht, den Defektausgleich durch HOMC qualitativ 
und quantitativ zu erfassen. 
Mesothelzellen aus der ersten Passagestufe wurden mittels Trypsin aus einer T75 abgelöst und 
zentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes wurde das Zellpellet mit 10%igem 
Kulturmedium aufgenommen und resuspendiert. Je 500 µl der Zellsuspension wurden in jedes 
Well der fibronektinbeschichteten 24er Multiwellplatte gegeben, so dass nach Adhäsion ein 
konfluenter Zellrasen vorlag. Bis zum nächsten Tag wurden die Zellen unter den 
Standardbedingungen inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte der Austausch des 
Kulturmediums, das 1% HSP enthielt. 
Am dritten Tag wurde mit einer 1000 µl Pipettenspitze, die einen Spitzendurchmesser von 
800 µm besitzt, ein Kratzer (Scratch) quer durch jedes Well gezogen. Die so abgelösten 
Zellen wurden abgesaugt und jedes Well zweimal mit 1%igem Medium (37 °C) gespült. Es 
folgte die Stimulation mit HGF. 500 µl 1%iges Kulturmedium, das HGF in den 
Konzentrationen cHGF=0 ng/ml, 0,5 ng/ml, 5 ng/ml und 50 ng/ml enthielt, wurden in die 
entsprechenden Wells gegeben. 
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Die Defekte wurden am Phasenkontrastmikroskop bei 25facher Vergrösserung eingestellt und 
photographiert. Nach acht Stunden erfolgte eine weitere Darstellung, so dass die Migration 
der HOMC zunächst qualitativ erfasst werden konnte.  
Zur quantitativen Auswertung des Versuches wurden von den Photos Papierabzüge 
angefertigt, die zellfreien Flächen ausgeschnitten und gewogen [79]. Die Differenzen der 
ausgeschnittenen Flächen jedes einzelnen Wells (∆F=FEnde-FAnfang) wurden errechnet. Um den 
Einfluss des HGF zu ermitteln, wurden die errechneten Werte der stimulierten Zellen mit 
denen der unstimulierten Zellen verglichen. 
 
2.2.3.2. Proliferationsmessung mittels BrdU-ELISA 
 
Die Stimulation mit Wachstumsfaktoren kann bei einer Zellinie eine verstärkte Proliferation 
hervorrufen, bei einer anderen kann es zur Inhibition des Wachstums führen. 
Ziel dieses Versuches war es, herauszufinden ob es unter Stimulation mit HGF in einem 
bestimmten Konzentrationsbereich zur verstärkten Proliferation der Mesothelzellen kommt 
oder ob das Wachstumsverhalten unbeeinflusst bleibt. 
 
Prinzip und Protokoll des BrdU-ELISA 
 
Zellproliferation geht mit der Replikation ihrer DNA einher. Somit ist die Messung der DNA-
Synthese ein indirekter Marker für die Zellproliferation. Das besondere an diesem Assay ist, 
dass zur Detektion nicht wie in den traditionellen Assays  [3H]-Thymidin (ein radioaktiver 
Strahler, der die bekannten Gefahren und Probleme der Handhabung birgt) verwendet wird, 
sondern, dass die Mitoserate über den Einbau des kolorimetrisch zu ermittelnden 
Pyrimidinanalogons 5-bromo-2´-desoxyuridin (BrdU) erfasst werden kann.  
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HOMC aus der ersten Passagestufe wurden in einer Konzentration von 10000 Zellen/Well auf 
fibronektinbeschichtete 96er Multiwellplatten ausgesät. Die Zellen wurden bei 37 °C, 5% 
CO2 und 10% O2 für 24 Stunden inkubiert. Zellfreie Wells dienten als Blanks. 
Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit Reduktion des HSP Anteiles auf 1%. 
Erneut wurden die Zellen unter den bekannten Bedingungen bis zum nächsten Tag inkubiert. 
Nun fand die Stimulation der HOMC mit HGF statt. Das Kulturmedium wurde abgesaugt und 
durch jeweils 100 µl 1%iges Kulturmedium ersetzt, das HGF in den Konzentrationen 0 ng/ml, 
0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml enthielt. Als Positivkontrolle dienten Zellen, 
denen jeweils 100 µl EGM zugesetzt worden waren. Anschliessend wurden die Zellen wie 
oben für 24 Stunden inkubiert. 
Am nächsten Tag erfolgte die Markierung der Zellen. 10 µl BrdU (10µM) wurden in jedes 
Well gegeben und für 24 Stunden inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 
jeweils 200 µl FixDenat bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert, dadurch die Zellen 
fixiert und die DNA denaturiert. FixDenat wurde sorgfältig aus den Mikrotiterplatten 
ausgeschüttelt und leicht ausgeklopft. In jedes Well wurden 100 µl anti-BrdU-POD 
Arbeitslösung gegeben und die Platten für 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Antikörperlösung wurde dekantiert und die Platten dreimal mit 300 µl/well Waschlösung 
gewaschen, so dass der nicht gebundene Antikörper ganz ausgespült wurde. 
Die Detektion des Antikörpers erfolgte in der anschliessenden Substratreaktion. 
Jedem Well wurden 100 µl der Substratlösung (Tetramethylbenzidin, TMB) hinzugegeben 
und für sechs Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde das TMB durch 
die an den Antikörper gekoppelte Peroxidase umgesetzt. Diese Reaktion bewirkte einen 
Farbumschlag, der nach Ablauf der 6minütigen Inkubationszeit in einem ELISA-Reader 
quantitativ ermittelt werden konnte. Diese Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von λ = 
370 nm. 
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Verwendete Lösungen 
 
BrdU Labelinglösung: BrdU Labeling Reagenz 1:100 mit sterilem, 1%igem 
Kulturmedium verdünnt 
Anti-BrdU-POD Stammlösung: Antikörper in 1,1 ml Aqua bidest. gelöst 
Anti-BrdU-POD Arbeitslösung: Anti-BrdU-POD Stammlösung 1:100 mit Antikörper 
Verdünnungslösung verdünnt 
Waschlösung: Waschpuffer 1:10 mit Aqua bidest. verdünnt 
 
2.3.  Datenverarbeitung und Statistik 
 
Alle dargestellten Experimente wurden wenigstens dreimal in Mehrfachbestimmung 
durchgeführt, wobei jeweils Zellen unterschiedlicher Spender untersucht wurden. Alle 
numerischen Daten wurden zur weiteren Verarbeitung in das Tabellenkalkulationsprogramm 
GraphPad Prism®, Version 3.0 (GraphPad Software, Inc., USA) übertragen.   
Die statistische Auswertung, die beschreibenden Parameter (Mittelwert (MW), 
Standardabweichung (SE) und Standardabweichung des Mittelwertes (SEM)) sowie die 
graphische Darstellung der Daten in Diagrammen erfolgte ebenfalls mit GraphPad Prism® 
3.0. Die Messwerte werden jeweils als MW ± SEM angegeben.  
Die Bewertung der statistisch ermittelten Werte erfolgte mit dem Wilcoxon´schen 
Rangsummentest. Statistisch signifikante Unterschiede wurden angenommen für p<0,05 (*), 
p<0,005 (**) und p<0,001 (***).  
Mikroskopischen Aufnahmen wurden entweder direkt oder nach Erstellung von 
Papierabzügen  digitalisiert und anschliessend mit Hilfe des Bildearbeitungsprogramms 
Adobe Photoshop®, Version 5.0 (Pantone System, Inc., USA) weiterverarbeitet. 
Ergebnisse      42                                               
 
 
3.  ERGEBNISSE 
 
3.1.  Charakterisierung humaner Mesothelzellen in vitro 
 
Nach Anzüchtung der Mesothelzellen auf Lab-Teks® wurden zunächst die 
immunhistochemischen Eigenschaften hinsichtlich der Reaktivität gegen mesothelspezifische 
Intermediärfilamente untersucht. 
Es zeigte sich eine positive Reaktion auf Panzytokeratin (Abb. 5A), Zytokeratin 8, 18 und 
Vimentin. Die Reaktion auf Ulex europaeus I lectin hingegen blieb negativ, so dass eine 
Verunreinigung durch Endothelzellen auszuschliessen war. Gleiches gilt für die Untersuchung 
auf CD 14 und CD 68. Diese beiden Marker werden im Gegensatz zu Makrophagen, von 
Mesothelzellen nicht exprimiert; auch die Untersuchung auf diese beiden Proteine blieb bei 
den Mesothelzellproben negativ (Abb. nicht gezeigt). 
Abbildung 5B zeigt in der Phasenkontrastmikroskopie, Abbildung 5C in der HE Färbung 
einen konfluenten Monolayer, der das typisch epitheloide, pflastersteinartige 
Wachstumsmuster der Mesothelzellen repräsentiert.  
Die immunhistochemischen Ergebnisse und das morphologische Bild entsprechen den 
Charakteristika humaner Mesothelzellen. 
   
 
 
 
 
 
C 
 
Abb. 5 A-C: Auf LabTeks® gezüchtete Mesothelzellen in vitro. Abbildung (A) zeigt eine deutliche Reaktivität 
gegenüber Zytokeratin. Im phasenkontrastmikroskopischen Bild (B) und in der HE Färbung (C) wird das 
typische epitheloide Wachstumsmuster deutlich. 
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3.2.  Bioaktivität von HGF 
 
Zur Ermittlung der Bioaktivität des verwendeten HGF wurden Proliferationsassays mit der 
nach Herstellerangaben vorgeschlagenen Referenzzellinie 4MBr-5 durchgeführt. 
4MBr-5 Proliferation nach 15stündiger
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Abb. 6: Proliferationsfördernder Effekt von HGF auf 4MBr-5 Zellen nach 15 stündiger Stimulation. Eine 
Erhöhung der HGF Konzentration bewirkt eine Zunahme der Extinktion. 
 
In Abbildung 6 ist die gemessene Extinktion gegen die HGF Konzentration aufgetragen. Eine 
Erhöhung der HGF Konzentration von 0 auf 1 ng/ml, bewirkt eine Zunahme der Extinktion 
von rund 4,5% (p<0,005). Es zeigt sich, dass unter Stimulation mit 10 ng/ml HGF die 
Extinktion um rund 10,9% (p<0,001) zunimmt. Bei 25 ng/ml kommt es zu einer Zunahme 
von 21,36% (p<0,001). 50 ng/ml erhöhen die Extinktion um 26,37% (p<0,001) und 75 ng/ml 
um 27,67% (p<0,001). Unter Stimulation mit 100 ng/ml HGF kommt es zu einer rund 29,3% 
höheren Extinktion (p<0,001). Die Zunahme der Extinktion wurde als Zunahme der 4MBr-5 
Zellen gewertet. 
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3.3.  Zytotoxizität des HGF 
 
Zu Beginn der Untersuchungen musste die Frage geklärt werden in welchem 
Konzentrationsbereich Mesothelzellen mit HGF stimuliert werden können ohne dass 
wesentliche toxische Effekte auftreten. Da in verschiedenen Studien mit HGF 
Konzentrationen von 0-100 ng/ml gearbeitet worden war, wurde auch hier dieser  
Konzentrationsbereich untersucht. Zur Ermittlung der Zytotoxizität wurde der XTT-ELISA 
verwendet. 
Die nachfolgende Abbildung verdeutlicht den Einfluss von HGF und Triton auf humane 
Mesothelzellen.  
 
  
Zytotoxizität von HGF und Triton nach
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Abb. 7: Zytotoxischer Einfluss von HGF auf HOMC nach 24stündiger Stimulation. Lediglich bei höchster HGF 
Konzentration sowie in der Positivkontrolle mit 2% Triton kommt es zu einer signifikanten Abnahme der 
Extinktion. 
 
In Abbildung 7 sind die Extinktionen in Abhängigkeit von der HGF Konzentration 
dargestellt. Man erkennt, dass es nur unter Stimulation mit 100 ng/ml HGF zu einer 
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signifikanten (p<0.001) Abnahme der Extinktion kommt. Die im Mittel 24% geringere 
Extinktion, lässt sich vermutlich auf einen zytotoxischen Effekt und somit auf eine Abnahme 
der Zellzahl zurückführen. Als zytotoxische Referenz wurden die Zellen mit Triton versetzt, 
worunter eine Abnahme der Extinktion von rund 82% zu erkennen ist (p<0,001). 
 
3.4.  c-met Expression humaner Mesothelzellen  
 
3.4.1.  in vitro 
 
Zur Klärung der Hypothese, ob die vom Omentum Majus abgeleiteten Mesothelzellen den c-
met Rezeptor exprimieren, wurden zunächst immunhistochemische Untersuchungen an 
fixierten Mesothelzellen durchgeführt. 
Abbildung 8 zeigt die immunfluoreszenzmikroskopischen Eigenschaften der auf Lab-Teks® 
ausgesäten und fixierten Mesothelzellen unter ruhenden Bedingungen.  
Der Erstantikörper bindet sowohl den epitoptragenden Teil des löslichen, als auch des 
membrangebundenen c-met Rezeptors. Hinsichtlich der Expression des c-met Rezeptors 
zeigen die Zellen eine kräftige, vor allem zytoplasmatische  Reaktion.  
 
 
 
Abb. 8: Mikroskopische Fluoreszenzaufnahme zur Darstellung des c-met Rezeptors an auf Lab-Teks® fixierten 
Mesothelzellen. Es zeigen sich deutliche Fluoreszenzsignale im gesamten Bereich der Zellen. Die 
Negativkontrollen (nicht gezeigt) weisen keine spezifische Fluoreszenz auf. 
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Proteinbestimmung 
 
Western-Blotting und Immunostaining ermöglichen die gezielte Detektion von Proteinen. Aus 
methodischen Gründen war es jedoch notwendig, die eingesetzten Proteingemische zu 
verdünnen. 
Mit Hilfe des BCA-Kits konnte die Proteinmenge der für die c-met Detektion eingesetzten 
Mesothel- und 4MBr-5 Zellysate bestimmt werden. In Abhängigkeit von der Konfluenz und 
des Alters der verwendeten Zellen schwankten die Gesamtproteinkonzentrationen zwischen  
5,74 und 8,47 µg/ml. 
 
SDS-Page, Western-Blotting und Immunostaining 
 
Es liess sich im Scratch-Assay zeigen, dass Mesothelzellen unter HGF Einfluss Defekte 
schneller decken als Zellen die nicht stimuliert waren. Um nun festzustellen, ob auf der 
Oberfläche der Mesothelzellen auch der entsprechende HGF-Rezeptor vorhanden ist, wurden 
die Membranproteine aufgeschlossen und mittels Western-Blotting und Immunostaining 
detektiert. Abbildung 9 zeigt die Darstellung des c-met Rezeptors. Es zeigt sich eine deutliche 
Bande im Bereich von ca. 190kDa. Aufgrund des Molekulargewichtes entspricht diese Bande 
wahrscheinlich dem c-met Rezeptor. 
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Abb. 9: Repräsentativer Immunoblot zur Darstellung der c-met Expression humaner Mesothelzellen. Es kommt 
eine deutliche Bande im erwarteten Grössenbereich zur Darstellung. Als Positivkontrolle wurden 4MBr-5 Lysate 
aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde der Primärantikörper mit einem epitoptragenden Kontrollpeptid 
präinkubiert, was zum Verlust der als c-met Rezeptor bezeichneten Bande führte (nicht dargestellt). 
 
 
3.4.2.  in vivo 
 
Die peroxidasevermittelte Detektion des c-met Rezeptors an Mesothelzellen wurde 
durchgeführt, um auch  in vivo die c-met Expression humaner Mesothelzellen darszustellen. 
 
Immunhistologische Darstellung der c-met Expression in vivo 
 
Als Untersuchungsmaterial dienten Appendix vermiformes mit unterschiedlichen Graden der 
Peritonitis. Wie in Abbildung 10 dargestellt, ist immunhistochemisch bei ruhenden und 
entzündlich stimulierten Mesothelzellen eine mässiggradige Reaktivität gegenüber dem  c-met 
Rezeptor erkennbar. Allein im Rahmen der eitrig-fibrinösen Peritonitis (Gruppe III) ist eine 
Überexpression des c-met Rezeptors immunhistochemisch nicht erkennbar, jedoch ist die 
protrahierte Peritonitis mit bandförmiger Mesothelzellhyperplasie (Gruppe IV) durch eine 
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gesteigerte Reaktivität gegenüber anti-c-met gekennzeichnet. Hierbei werden sowohl 
epitheloide als auch fibroblastoide, jeweils zytokeratinreaktive Mesothelzellen markiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Immunhistochemische Darstellung der c-met Expression (B, D, F; rotes Reaktionsprodukt) der Serosa 
sowie Markierung der Mesothelzellen im Serienschnitt, durch Reaktion gegen Panzytokeratin (A, C, E; braunes 
Reaktionsprodukt). Unter ruhenden Bedingungen (A, B) und bei geringgradiger akuter Peritonitis (C, D) zeigen 
die Mesothelien eine mässiggradige Reaktivität gegenüber anti-c-met. Bei reaktiver Mesothelzellhyperplasie (E, 
F), gekennzeichnet durch eine breite Zone zytokeratinreaktiver, teils spindelzelliger Mesothelien (E) zeigt sich 
eine intensivere c-met Expression sowohl der epitheloiden als auch der fibroblastoiden Proliferate (F). 
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C 
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D 
F 
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3.5. Wirkung des HGF auf die Expression pro- und antifibrinolytischer 
Proteine 
 
3.5.1.  t-PA 
 
T-PA gehört neben u-PA zu den spezifischen plasminogenaktivierenden Proteasen. Da gerade 
die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin wichtig für die Umsetzung der EZM und somit 
für die Zellmigration ist, wurden Mesothelzellen mit 0-100 ng/ml HGF für einen Zeitraum 
von 24 Stunden stimuliert. Anschliessend wurden die t-PA Konzentrationen in den 
Überständen mittels ELISA bestimmt. 
 
 
Abb. 11: t-PA Spiegel nach 24stündiger Stimulation mit HGF oder EGM-2 in den Überständen von 
Mesothelzellen. Im Vergleich zur basalen t-PA Sekretion nimmt die t-PA Sekretion unter Stimulation mit HGF 
signifikant zu. 
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Die basale t-PA Sekretion von nicht stimulierten Mesothelzellen beträgt rund 5,23 ng/50000 
Zellen. Mesothelzellen die mit 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml HGF stimuliert worden waren, zeigen 
geringe jedoch signifikante (p<0,001) Zunahmen der t-PA Sekretion (29,1% bzw. 17,7%). 
Mesothelzellen die mit 100 ng/ml HGF stimuliert worden waren, sezernierten im Vergleich zu 
nicht stimulierten Mesothelzellen ca. 41,38% mehr t-PA (p<0,001).  
Dies entspricht einer mittleren t-PA Konzentration von rund 7,39 ng/50000 Zellen.  
In der Kontrolle mit EGM-2 kommt es sogar zu einer Steigerung der Sekretion um ca. 191%. 
 
3.5.2.  PAI-1 
 
Das spezifische, plasminogeninhibierende System besteht aus den Plasminogenaktivator-
Inhibitoren PAI-1 und PAI-2. Diese beiden Proteine inhibieren die Aktivität der 
Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA und regulieren somit die Auflösung von 
Fibringerinseln. Ausserdem greifen sie regulativ in den Abbau von EZM Komponenten ein 
und spielen somit eine entscheidende Rolle für die Migration und Invasion von Zellen. Um zu 
überprüfen, ob Mesothelzellen unter Stimulation mit HGF vermehrt PAI-1 und PAI-2 
sezernieren, wurden nach 24stündiger Stimulation von 100000 Mesothelzellen die PAI 
Spiegel in den Zellüberständen bestimmt.  
Abbildung 12 zeigt die PAI-1 Konzentration in den Mesothelzellüberständen bezogen auf 
50000 Zellen nach 24stündiger Stimulation mit HGF. Die Stimulation mit EGM-2 diente als 
Positivkontrolle. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt, dass es unter Stimulation mit HGF 
bzw. EGM-2 zu einer signifikanten Mehrsekretion von PAI-1 im Vergleich zu der basalen 
PAI-1 Sekretion unstimulierter Zellen kommt (p<0,001 für HGF und EGM-2). Proportional 
zur HGF Konzentration, steigen die PAI-1 Spiegel in den Mesothelzellüberständen an. HGF 
Konzentrationen von 1-100 ng/ml bewirken eine rund 1,9-2,36fach höhere PAI-1 
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Konzentration. Vergleicht man die basale PAI-1 Sekretion der Mesothelzellen mit der PAI-1 
Sekretion EGM-2 stimulierter Zellen, so beträgt diese sogar das rund 5fache. 
 
Abb. 12: PAI-1 Spiegel nach 24stündiger Stimulation mit HGF (EGM-2 als Kontrolle) in den Überständen von 
Mesothelzellen. Eine Erhöhung der HGF Konzentration führt zu einer signifikanten Zunahme der PAI-1 
Sekretion. 
 
3.4.3.  PAI-2 
 
Wie bereits im Ergebnisteil zu PAI-1 dargelegt, ist PAI-2 das zweite spezifische Protein, das 
über die Inaktivierung der Plasminogenaktivatoren die Aktivität von Plasmin und anderer 
Proteasen hemmt.  
In Abbildung 13 sind die PAI-2 Konzentrationen in Mesothelzellüberständen aufgeführt. 
Auch hier wurden die Mesothelzellen mit HGF in Konzentrationen von 0-100 ng/ml für 24 
Stunden stimuliert. Die Messungen zeigen, dass HGF in den Konzentrationen 1-10 ng/ml 
keine vermehrte mesotheliale PAI-2 Produktion bzw. Sekretion induzierte. Nur bei der 
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höheren HGF Konzentration von 100 ng/ml zeigt sich ein signifikant (p<0,05) erhöhter PAI-2 
Spiegel von etwa 204,8 ng/50000 Zellen. Dies entspricht einer Konzentrationssteigerung von 
rund 42,32%. 
 
 
Abb. 13: PAI-2 Spiegel nach 24stündiger Stimulation mit HGF in den Überständen von Mesothelzellen. Nur bei 
stärkster Stimulation mit HGF kommt es zu einer gering signifikanten Sekretion von PAI-2. 
 
3.6.  Funktionelle Wirkungen des HGF auf humane Mesothelzellen in vitro 
 
3.6.1.  Proliferation 
 
HGF hat sowohl proliferationsfördernde, als auch proliferationshemmende Einflüsse auf 
bestimmte Zellen. Um festzustellen ob HGF einen dieser Effekte auf Mesothelzellen hat, 
wurden mittels BrdU-ELISA Proliferationsmessungen an diesen Zellen durchgeführt. Hierzu 
wurden die Zellen wie oben beschrieben ausgesät und mit HGF in Konzentrationen von 0-100 
ng/ml stimuliert. EGM-2 diente als Positivkontrolle. 
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Abb. 14: Einfluss von HGF auf die HOMC-Proliferation nach 24stündiger Stimulation. Es ist keine signifikant 
vermehrte Proliferation unter HGF Stimulation zu erkennen. In der Positivkontrolle mit EGM-2 kommt es zu 
einer Zunahme der Extinktion um ca. 350%. 
 
Abbildung 14 zeigt die gemessenen Extinktionen in Abhängigkeit von der HGF 
Konzentration (bzw. EGM-2).  
Es wird deutlich, dass HGF in den eingesetzten Konzentrationen keinen 
proliferationsfördernden oder -hemmenden Einfluss auf die Mesothelzellen zu haben scheint; 
die Änderungen liegen im Bereich des mittleren Fehlers des Mittelwertes. Lediglich die im 
EGM-2 vorhandenen Faktoren bewirken eine signifikante (p<0,001) Zunahme der Extinktion. 
Sie liegt bei rund 350 % und ist als Zunahme der Zellzahl zu werten. 
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3.6.2.  Migration 
 
Wie bereits beschrieben, entfaltet HGF bei bestimmten Zellinien zelldissoziative Reaktionen. 
Da anscheinend keine wesentliche Proliferationssteigerung bei HOMC unter HGF Einfluss zu 
verzeichnen ist, stellte sich die Frage, ob ein Defekt durch Scattering und Migration gedeckt 
wird.  
 
 
Abb. 15 A-D: Mikroskopischer Aspekt der Migration von HOMC. Versuchsbeginn ohne Stimulation (A), ohne 
Stimulation nach 8 Stunden (B), Stimulation mit 0,5 ng/ml HGF nach 8 Stunden (C), Stimulation mit 50 ng/ml 
HGF nach 8 Stunden (D). Es zeigt sich eine signifikant schnellere Defektdeckung unter Stimulation mit HGF. 
 
Abbildungen 15 A-D zeigen den mikroskopischen Aspekt der Wundheilung in vitro. Es fällt 
bereits bei der Betrachtung der lichtmikroskopischen Abbildungen auf, dass HGF sehr wohl 
einen Einfluss auf die Migration, aber auch auf die Morphologie der Mesothelzellen hat. In 
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Anwesenheit von HGF ist die „Wundfläche“ nach 8 Stunden bereits weitestgehend gedeckt, 
wohingegen es ohne HGF kaum zu einer Deckung der zellfreien Fläche kommt. Die teils 
rundlichen, teils abgelösten Zellen unterstreichen den Eindruck gesteigerter Motilität. 
Diese Aussage wird durch die Auswertung der einzelnen Photos quantifiziert und in 
Abbildung 16 verdeutlicht. 
 
Abb. 16: Quantitative Auswertung der Defektdeckung durch HOMC Migration  nach 8 Stunden. Es zeigt sich 
eine signifikant höhere Deckung der Defekte unter Stimulation mit HGF.  
 
In Abbildung 16 ist die prozentuale Abnahme der zellfreien Fläche, bezogen auf den 
Ausgangsdefekt und in Abhängigkeit von der HGF Konzentration dargestellt.  
Im Vergleich zu unstimulierten HOMC, kommt es unter Stimulation mit HGF zu einer 
signifikant schnelleren Deckung des Defektes (p<0,001 für 0,5 ng/ml HGF, p<0,05 für 5 
ng/ml HGF und p<0,05 für 50 ng/ml HGF). 
Ohne Stimulation kommt es im Mittel zu einer rund 39,5%igen Deckung des ursprünglichen 
Defektes. Stimulierte HOMC decken den Defekt zu rund 62% unter Stimulation mit 0,5 ng/ml 
HGF, zu rund 59,8% unter Stimulation mit 5 ng/ml HGF und zu etwa 58,8% unter 
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Stimulation mit 50 ng/ml HGF. Dies entspricht im Vergleich zu unstimulierten HOMC einer 
rund 19,3-22,5% höheren Besiedelung der zellfreien Fläche. 
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3.7.  Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
In den durchgeführten Proliferationsmessungen an 4MBr-5 Zellen, die der Erfassung der 
Bioaktivität dienten, konnte gezeigt werden, dass das in den Versuchen eingesetzte HGF in 
seiner aktiven Form vorlag. Daraufhin wurden  Zytotoxizitätsmessungen an Mesothelzellen 
durchgeführt, die zeigten, dass HGF erst in Konzentrationen von 100 ng/ml gering signifikant 
toxische Einflüsse hat.  
Die mesotheliale Expression des c-met Rezeptors konnte durch immunhistochemische 
Verfahren nachgewiesen. Hierfür kamen zum einen Western-Blotting und Immunostaining 
von Mesothelzellysaten, zum anderen immunhistochemische Nachweisverfahren an 
Mesothelzellen, sowohl in vivo, als auch in vitro zur Anwendung. 
Die daraufhin durchgeführten funktionellen Untersuchungen an Mesothelzellen zeigten, dass 
es unter Einfluss von HGF zu einer verstärkten Sekretion des Plasminogenaktivators t-PA 
sowie der Plasminogenaktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 kommt.  
Die Beobachtung, dass es unter HGF Stimulation zur signifikant schnelleren Defektdeckung 
kommt, lässt sich nicht durch eine verstärkte Proliferation der Mesothelzellen, sondern durch 
schnellere Migration erklären. Dies wurde in den Proliferationsmessungen deutlich, die 
zeigten, dass HGF keinen proliferationsfördernden Einfluss auf Mesothelzellen hat. Die 
daraufhin durchgeführten Scratch-Assays dienten der Quantifizierung der mesothelialen 
Defektheilung. Das Ergebnis zeigt im Vergleich eine signifikant schnellere mesotheliale 
Defektdeckung unter Stimulation mit HGF. 
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4.  DISKUSSION 
 
Ziel dieser Arbeit war die Darstellung der Wirkung des Hepatocyte Growth Factor auf 
Humane Omentum Majus Zellen.  
Gemäss der durchgeführten Untersuchungen erfolgt die Diskussion der Ergebnisse 
hinsichtlich der Expression des c-met Rezeptors, der pro- und antifibrinolytischen 
Eigenschaften humaner Mesothelzellen sowie deren Verhalten bezüglich Proliferation und 
Migration. 
 
HGF 
 
Das rund 90 kDa schwere, heterodimere Glykoprotein HGF, ist ein multifaktorieller 
Wachstumsfaktor und besteht in seiner biologisch aktiven Form aus einer über 
Disulphidbrücken verbundenen α- und β-Untereinheit. Das überwiegend von Zellen 
mesenchymaler Herkunft sezernierte HGF hat entscheidende Bedeutung in der 
Embryogenese, Angiogenese, Migration, Proliferation, Wundheilung und Differenzierung. 
Die unterschiedliche Wirkung dieses Wachstumsfaktors konnte an einer Vielzahl von Zellen 
nachgewiesen werden. So bewirkt z.B. die Deletion des HGF kodierenden Gens eine 
Retardierung von Mäuseembryonen. Einflüsse auf die Differenzierung und Migration konnten 
in einer Reihe von in vitro Studien an Nierenepithelien, Plazentazellen, Rattenhepatozyten, 
Fibroblasten und Mammakarzinomzellen aufgezeigt werden. Weiterhin konnte in in vivo 
Untersuchungen gezeigt werden, dass bei Patienten die an einer Peritonitis leiden erhöhte 
HGF Spiegel  sowohl in deren Serum, als auch in deren Peritonealflüssigkeit zu finden sind 
[80-81]. 
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Die Aktivierung des HGF erfolgt durch extrazelluläre, proteolytische Spaltung eines rund 90 
kDa schweren, einkettigen Vorläufermoleküls. Die Konversion dieses Pro-HGF zu HGF 
erfolgt durch eine Reihe von Serinproteasen, insbesondere t-PA, u-PA, Koagulationsfaktor 
XIIa und einen spezifischen HGF-Aktivator [82-85].  
In dieser Arbeit konnte  gezeigt werden, dass es unter Stimulation mit HGF zu einer 
signifikant vermehrten Sekretion von t-PA und PAI-1 kommt. Diese proportional vermehrte 
Sekretion von PAI-1 könnte in vivo aufgrund der Inaktivierung von u-PA und t-PA eine 
weitere Konversion von Pro-HGF zu HGF inhibieren und somit im Sinne eines negativen 
Rückkopplungsmechanismus den HGF Einfluss auf Mesothelzellen abschwächen. In vitro 
scheint dieser Effekt jedoch nicht zum Tragen zu kommen. 
 
Expression des c-met Rezeptors 
 
Am Anfang der Untersuchungen musste zunächst die Frage geklärt werden, ob der c-met 
Rezeptor überhaupt von Mesothelzellen exprimiert wird. 
In Untersuchungen von Klominek et al. [86] und Harvey et al. [87] konnte die Expression des 
c-met Rezeptors nur an maligne entarteten Mesothelien, den Mesotheliomen nachgewiesen 
werden. Der Nachweis an nicht malignen Mesothelzellen blieb bis zur Untersuchung von 
Warn et al. erfolglos. Sie erbrachten erstmals den Nachweis des c-met Rezeptors an entarteten 
humanen Mesothelzellen [88]. 
Zur Klärung dieser nicht eindeutigen Ergebnisse wurden Lysate von Mesothelzellen 
untersucht und es war möglich, den HGF-Rezeptor mittels Western-Blotting nachzuweisen. 
Es zeigte sich nach elektrophoretischer Auftrennung der Zellmembranbestandteile eine durch 
Immunostaining erkennbare Bande auf Höhe des 190 kDa Grössenmarkers. Diese Bande 
entspricht dem c-met Proto-Onkogenprodukt [89] - dem HGF-Rezeptor. Unterstrichen wurde 
dieses Ergebnis durch die immunhistochemischen Untersuchungen von kultivierten 
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Mesothelzellen und Appendixschnitten, in denen ebenfalls eine Reaktivität gegen c-met 
festgestellt werden konnte. 
Diese Ergebnisse meiner Untersuchungen zeigen demnach, dass der c-met Rezeptor nicht nur 
von maligne transformierten Mesothelzellen, sondern durchaus auch von nicht malignen und 
entzündlichen Mesothelien exprimiert  wird. 
 
Zytotoxizität und Bioaktivität 
 
Nachdem der Nachweis erbracht worden war, dass der HGF-Rezeptor Bestandteil der 
mesothelialen Zellmembran ist, sollte überprüft werden, welche HGF Konzentrationen 
toxisch auf HOMC wirken. Im XTT-Assay, der die Vitalität der Mesothelzellen anhand der 
mitochondrialen Metabolisierung von XTT zu Formazan detektiert, konnte gezeigt werden, 
dass geringer toxischer Einfluss durch HGF in den Konzentrationen von 100 ng/ml vorlag. 
Die Untersuchungen zur Bioaktivität des HGF zeigten, dass das eingesetzte HGF in der 
biologisch aktiven Form vorlag und die in den weiteren Untersuchungen gefundenen 
Ergebnisse tatsächlich durch  HGF hervorgerufen worden waren. 
 
Pro- und antifibrinolytische Eigenschaften humaner Mesothelzellen sowie deren 
Bedeutung hinsichtlich Proliferation und Migration unter dem Einfluss von HGF 
 
Mesothelzellen, als nicht-thrombogene Oberfläche, kleiden die serösen Körperhöhlen aus und 
ermöglichen durch die Produktion verschiedener Substanzen, wie beispielsweise 
Glukosaminoglykane und Phospholipide, ein reibungsarmes Gegeneinandergleiten der 
inneren Organe [5, 91-94]. Voraussetzung für diese Eigenschaft der inneren Organe ist 
jedoch, dass die serösen Häute, die sie umkleiden nicht miteinander verklebt oder verwachsen 
sind. 
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Im Rahmen von Entzündungen kommt es zur Exsudation eines fibrinogenreichen Exsudates, 
das durch Konversion zu Fibrin zu einer zunächst noch reversiblen Adhärenz der serösen 
Häute führt. Werden diese Verklebungen nicht aufgelöst, dienen sie als Matrix für 
einwandernde Fibroblasten, die wiederum eine dauerhafte Verwachsung der serösen Blätter 
und damit eine Funktionseinbusse der Organe bewirken. 
 
Wie bereits erwähnt besteht die Extrazellulärmatrix unter anderem aus Kollagenen, 
Glykoproteinen und Glukosaminoglykanen. Auf die Umsetzung dieser EZM-Komponenten 
hat auch das Plasminogenaktivator/-inhibitorsystem grossen Einfluss [8].  
Die Konversion von Plasminogen zu Plasmin erfolgt durch unspezifische oder spezifische 
Proteasen. Zu den spezifischen Proteasen zählen die Plasminogenaktivatoren t-PA und u-PA.  
Die Bedeutung eines intakten fibrinolytischen Systems wurde unter anderem von Ploplis et al. 
dargestellt. Sie untersuchten die Auswirkungen eines defekten Plasminogengens  hinsichtlich 
des Wachstum von Mäusen und der Entstehung von Thrombosen. Das Resultat dieser Arbeit 
zeigte, dass eine Störung dieses Gens ein retardiertes Wachstum zur Folge hat und, dass die 
Fertilität der Mäuse sowie deren Lebenszeit abnahmen [95]. 
 
Neben der entscheidenden Rolle während der Fibrinolyse, vermittelt Plasmin auch die  
Auflösung der EZM-Komponenten Kollagen IV und Fibronektin und aktiviert weitere 
Proteasen, die sich ebenfalls an der Umsetzung der Extrazellulärmatrix beteiligen [96].  
Da die Aktivierung von Plasmin entscheidend für die Migration von Zellen zu sein scheint, 
stellte sich die Frage, ob die HGF vermittelte Mesothelzellmigration auch durch das PA/PAI 
System reguliert wird. 
Vor diesem Hintergrund wurde die mesotheliale Sekretion der pro- und antifibrinolytischen 
Proteine t-PA, PAI-1 und PAI-2 unter Einfluss von HGF untersucht. 
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Bisher liegen keine Untersuchungen an Mesothelzellen hinsichtlich der Sekretion von PA/PAI 
unter Stimulation mit HGF vor.  
Wojta et al. [97] zeigten jedoch in ihrer Studie von 1999, dass insbesondere die PAI-1 
Expression von Keratinozyten und Endothelzellen unter dem Einfluss von HGF steht.  
Durch die Untersuchungen an kultivierten Mesothelzellen konnte gezeigt werden, dass es 
unter Einwirkung von HGF zu einer vermehrten Sekretion von PAI-1, PAI-2 und t-PA 
kommt. 
Diese Ergebnisse sind auf den ersten Blick überraschend, da in vielen Studien erhöhte PAI 
Konzentrationen mit einer verminderten Migration einhergingen. So beschrieben 
beispielsweise Inyang und Tobelem einen migrationsinhibierenden Effekt von PAI-1 [33]. 
Die Ergebnisse meiner Untersuchungen stehen dennoch nicht im Widerspruch zu den 
Publikationen, in denen das PAI System als Inhibitor der Zellmigration beschrieben wird.  
In der vorliegenden Arbeit wurden drei der vier spezifischen plasmin(-ogen)regulierenden 
Proteine untersucht. Diese waren PAI-1, PAI-2 und t-PA. U-PA wurde nicht untersucht. 
In der oben erwähnten Studie von Inyang und Tobelem an Endothelzellen wird postuliert, 
dass gerade u-PA an der Migration während der Wundheilung entscheidend beteiligt sei [63].  
Dies wird durch die Daten von Bisgaard et al. unterstrichen. Sie konnten eine erhöhte 
Expression von u-PA und u-PAR unter Stimulation mit HGF während der Regeneration von 
Rattenhepatozyten zeigen. Es scheint, dass die Aktivierung von Pro-HGF zu HGF durch u-PA 
und die vermehrte Sekretion von u-PA unter Stimulation mit HGF wechselseitig bedingt sind 
und sich gegenseitig verstärken. Gemeinsames Resultat der vermehrten Sekretion dieser 
beiden Proteine ist - zumindest bei Rattenhepatozyten - die vermehrte Umwandlung von 
Plasminogen zu Plasmin und die somit gesteigerte Auflösung von Fibrin und 
Extrazellulärmatrixbestandteilen [96]. 
Aus diesen Ausführungen wird deutlich, dass u-PA für die gerichtete Proteolyse von EZM 
Bestandteilen von grosser Bedeutung ist [26]. 
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Der Einfluss von HGF auf die Expression und Sekretion von u-PA sowie der Einfluss von       
u-PA auf die Mesothelzellmigration gilt also noch zu untersuchen. 
 
Neben der physiologischen Rolle als Regulator der Fibrinolyse besitzen PA/PAI eine weitere 
wichtige Funktion. Bisher sprachen wir nur über die Auflösung der EZM während der 
Migration und der Wundheilung. Wundheilung beinhaltet jedoch nicht nur den 
Defektausgleich durch zelluläre Bestandteile, sondern es muss am Ort des Defektes auch neue 
EZM als Gerüst für einwandernde Zellen gebildet werden. Es muss demnach ein gewisses 
Verhältnis zwischen Abbau und Produktion von EZM gewährleistet werden um den 
Defektausgleich zu ermöglichen.  
Dieser Aspekt wurde von Rougier et al. aufgegriffen. Sie zeigten, dass Mesothelzellen unter 
dem Einfluss des antiinflammatorischen Zytokins TGF-β, die Sekretion von PAI-1 steigern 
[98]. TGF-β selbst wird durch das proinflammatorische Zytokin IL-1 vermehrt sezerniert, 
wobei IL-1 seinerseits die vermehrte Sekretion von PAI-1 induziert [36, 99]. Man kann nun 
mutmassen, dass die Plasminogenktivatorinhibitoren neben der fibrinolytischen Regulation 
auch den unkontrollierten und überschiessenden Abbau der EZM Komponenten verhindern. 
Diese Konstellation der t-PA und PAI-1 Spiegel geht mit der Untersuchung von Vipond et al. 
konform. Sie untersuchten in ihrer klinischen Studie über die peritoneale fibrinolytische 
Aktivität, Biopsien des Peritoneum parietale von zehn Patienten, die sich mit akuten 
Abdomina einer Notoperation unterziehen mussten. Das Ergebnis ihrer Studie waren messbar 
erhöhte PAI-1 Konzentrationen, wohingegen im Vergleich zur Kontrolle keine signifikant 
erhöhten t-PA Konzentrationen zu finden waren [100]. 
 
Auch Waltz et al. untersuchten den Einfluss der Plasminogenaktivatoren und -inhibitoren 
bezüglich ihrer Regulation zellulärer Motilität. Sie kamen in ihrer Studie zu einem 
interessanten Ergebnis. Zelluläre Adhärenz wird unter anderem durch die Bindung des u-PA-
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Rezeptors an den EZM Baustein Vitronektin vermittelt. Hohe PAI-1 Spiegel, so wie sie auch 
in meiner Arbeit gefunden wurden, bewirken eine Komplexbildung zwischen PAI-1 und dem 
u-PA-Rezeptor. Dies wiederum hat zur Folge, dass es zu einer geringeren Adhärenz an 
Vitronektin kommt und sich dieser Adhärenzverlust nun in einer höheren Motilität der Zellen 
niederschlägt [101]. 
 
Funktionelle Wirkung des HGF 
 
In einer Reihe von Studien wird HGF als multifaktorieller Wachstumsfaktor beschrieben. 
Dabei ist vor allem der proliferationsfördernde Effekt auf verschiedene Zellen (z.B. 
Hepatozyten, Nierenepithel und ischämisch verletzte Skelettmuskelzellen [102]) zu nennen. 
In dieser Arbeit konnte durch die BrdU-ELISAs, mit deren Hilfe man Rückschlüsse auf die 
Proliferation ziehen kann, gezeigt werden, dass gerade dieser Effekt bei Mesothelzellen nicht 
zu beobachten ist.  
Dass dies nicht auf einen methodischen Fehler zurückzuführen ist, erklärt sich einerseits aus 
den Proliferationsassays mit 4MBr-5 Zellen, in denen die Bioaktivität des eingesetzten HGF 
überprüft wurde, andererseits aus den Ergebnissen der Proliferationsassays mit 
Mesothelzellen, in denen EGM-2 als Positivkontrolle eingesetzt worden war und eine 
deutliche Proliferation unter dem Einfluss dieses Supplements erkennbar war. 
Die Literatur bietet auch in diesem Punkt keine eindeutigen Hinweise auf einen 
proliferationsfördernden Effekt von HGF auf Mesothelzellen. Die Studie von Yashiro et al. 
[103] zeigte lediglich eine morphologisch fassbare Reaktion der Mesothelzellen unter dem 
Einfluss von Fibroblastenüberstäden. Ein Effekt der durch den Einsatz eines inhibierenden 
anti-HGF-Antikörpers blockiert werden konnte. Allerdings spricht Yashiro in seiner 
Untersuchung nicht von einer vermehrten Proliferation. Die von ihm beschriebenen 
morphologischen Veränderungen der Mesothelzellen wurden auch in der vorliegenden Arbeit 
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gefunden; ein proliferationsfördernder Effekt konnte nicht nachgewiesen werden. In der 
Untersuchung von Warn et al. wurden erstmals schwach proliferationsfördernde Effekte von 
HGF auf Mesothelzellen gefunden [88].  
Vergleicht man das Verhältnis der Publikationen die keinen proliferationsfördernden Effekt 
zeigen, mit denen die eine vermehrte Proliferation postulieren, so bleibt eine eindeutig 
signifikante mitogene Wirkung von HGF auf Mesothelzellen zweifelhaft. 
 
Nicht-entzündliche und entzündliche Faktoren führen zu Zell- und Gewebsuntergängen. So 
entwickeln sich beispielsweise im Verlauf einer Peritonitis durch destruktive Einflüsse 
Areale, bei denen der mesotheliale Monolayer zerstört wird und epithelfreie Flächen 
übrigbleiben. Die darauffolgende Wundheilung kann dann entweder durch 
Remesothelialisierung erfolgen oder, wenn das Gleichgewicht zwischen dem fibrinolytischen 
und antifibrinolytischen System gestört ist, in der dauerhaften Ausbildung von Adhäsionen 
enden. 
Diese beiden Möglichkeiten der peritonealen Wundheilung sind im klinischen Alltag von 
entscheidender Bedeutung. Bilden sich nach einem peritonealen Trauma - sei es entzündlicher 
oder iatrogener Genese - Adhäsionen aus, die nicht wieder aufgelöst werden, so können 
feminine Infertilität, abdominelle Schmerzen, intestinale Obstruktion und schlimmstenfalls 
der Tod die Folge sein. 
Die bedeutende Rolle der Mesothelzellen wurde auch von Bertram et al. beobachtet. Sie 
konnten im Tiermodell durch intraperitoneale Transplantation von isologen Mesothelzellen 
die Inzidenz von Adhäsionen nach standardisierten chirurgischen Eingriffen senken [104]. 
An der Unterhaltung und Eindämmung von Peritonitiden sind eine nahezu unüberschaubare 
Anzahl von Zytokinen, Mediatoren und Adhäsionsmolekülen beteiligt. Zu nennen sind hier 
beispielsweise Interleukine, TNF-α, TGF-β, LPS oder Integrine, Immunglobuline, Cadherine, 
LEC-CAMs und Homing-Rezeptoren [93, 105-107]. 
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Stoker et al. zeigten in ihrer Untersuchung von 1987, dass HGF ein Vermittler zellulärer 
Motilität ist. Sie untersuchten eine Vielzahl von Zellen hinsichtlich der Auflösung der 
Zellverbände (Scattering); Mesothelzellen wurden jedoch nicht untersucht [108]. 
 
Um den Einfluss von HGF bezüglich traumatisierter Mesothelzellen und deren Wundheilung 
zu studieren, wurden Scratch-Assays durchgeführt. Diese Assays dienten als stark 
vereinfachtes in vitro Modell der Wundheilung. Es kam unter Stimulation mit HGF zu einer 
signifikant schnelleren bzw. vollständigeren Deckung der Defekte. Da dieser Effekt, wie in 
den Proliferationsmessungen deutlich wurde, nicht auf einer vermehrten Proliferation beruhte, 
kann man schlussfolgern, dass dieser Aspekt der Wundheilung durch Migration hervorgerufen 
worden war. 
 
Bislang ist die Bedeutung der durch HGF vermittelten Reaktion humaner Mesothelzellen 
hinsichtlich der peritonealen Wundheilung nicht geklärt. Allerdings gibt es Hinweise dafür, 
dass die Interaktion von subserösen Fibroblasten und Mesothelzellen Einfluss auf die 
peritoneale Wundheilung hat. Whitaker und Papadimitriou [23] stellen in ihrer Untersuchung 
folgendes Modell der peritonealen Wundheilung vor: nach ihrer Vorstellung erfolgt die 
Remesothelialisierung eines Defektes durch die Interaktion zwischen Fibroblasten und 
Mesothelzellen [23]. Im Rahmen eines peritonealen Traumas kommt es zur fibrinösen 
Adhärenz der beiden serösen Blätter. Subserös gelegene Fibroblasten sezernieren daraufhin 
HGF und bewirken im Bereich der gesunden Serosa die Dissoziation, Proliferation von 
Mesothelzellen und deren Migration in Richtung des Defektes, den sie konsekutiv decken.     
Abbildung 17 zeigt eine schematische Darstellung der Interaktion zwischen Fibroblasten und 
Mesothelzellen im Rahmen der peritonealen Wundheilung. 
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Abb. 17: Schematische Darstellung zur Interaktion zwischen Fibroblasten und Mesothelzellen hinsichtlich der 
peritonealen Wundheilung. Nach vorausgegangener Mesothelzerstörung sezernieren Fibroblasten HGF. Dies 
führt zur Ausbildung eines HGF Konzentrationsgradienten. Dieser Gradient bewirkt die gerichtete 
Mesothelzellmigration von der gegenüberliegenden intakten Serosa, hin zum Defekt [23]. 
 
 Zusammenfassend lässt sich nun folgendes über die HGF Stimulierbarkeit Humaner 
Omentum Majus Zellen sagen: 
In der aktiven Form zeigt HGF erst in Konzentrationen von 100 ng/ml einen schwach 
signifikanten zytotoxischen Effekt. Es bindet an den HGF-Rezeptor der Mesothelzellen, der 
sich durch verschiedene immunhistochemische Verfahren darstellen lässt. Durch diese 
Bindung werden mehrere Transduktionswege aktiviert und es kommt zur signifikant 
schnelleren Deckung von mesothelialen Defekten. Dieser Effekt beruht offenbar auf einer 
gesteigerten Motilität der Mesothelzellen und nicht auf einer Erhöhung ihrer 
Proliferationsrate. Ursächlich scheinen die veränderten Sekretionen des 
Plasminogenaktivators t-PA und der Plasminogenaktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 zu 
sein, auch wenn deren Funktionen hinsichtlich der Regulation von Migration in der Literatur 
widersprüchlich diskutiert werden. Nach den vorgelegten Untersuchungen kann angenommen 
werden, dass das c-met / HGF System an der Regulation der entzündlich-reparativen 
Gewebsvorgänge der Serosa beteiligt ist. 
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6.  ANHANG 
 
6.1.  Abkürzungen   
 
4MBr-5   Bronchusepithelzellen des Rhesusaffen, 
definierte Zellinie 
ADP Adenosindiphosphat 
AMP Adenosinmonophosphat 
ATP Adenosintriphosphat 
B6/F Melanomzellen der Maus, deffinierte 
       Zellinie 
bFGF       Basischer-Fibroblast-Growth Factor  
BM       Basalmembran 
BSA       Bovines Serumalbumin 
BrdU       5-bromo-2´-deoxyuridin 
cAMP       Cyclo-AMP 
EGF        Endothelial Growth Factor 
GCSF Granulocyte-Colony-Stimulating Factor 
GMCSF Granulocyte-Monocyte-Colony- 
Stimulating Factor 
HepG2 Hepatozelluläres Karzinom des 
Menschen, deffinierte Zellinie 
HGF        Hepatocyte Growth Factor 
HOMC       Human Omentum Majus Cells 
HSP        Humanes Serumprotein  
IL       Interleukin 
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MCSF Macrophage-Colony-Stimulating Factor 
MDKC Madin Darby Kidney Cells, deffinierte 
Zellinie 
OPD       Ortho-phenyldiamin-dihydrochlorid 
PA        Plasminogenaktivator 
PAI        Plasminogenaktivator-Inhibitor 
PAI-1       Plasminogen-Aaktivator-Inhibitor-1 
PAI-2       Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-2 
PBS       Phosphate buffered saline 
PBSSA      PBS+BSA 
PDGF       Platelet Derived Growth Factor 
PFA       Paraformaldehyd 
PI3-Kinase      Phosphoinositol-3-Kinase 
PDGF        Platelet-Derived-Growth Factor 
PMS       N-methyl-dibenzopyrazin-methylsulfat 
SDS       Sodiumdodecylsulfat  
TGF       Transforming Growth Factor 
TNF       Tumor Necrosis Factor 
t-PA       tissue-type-Plasminogen-Aktivator 
u-PA Urokinase-type-Plasminogen-Aktivator 
XTT Natrium 3´-[1-(phenylaminocarbonyl)-
3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-
nitro)benzen Schwefelsäurehydrat 
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6.2.  Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Folgende Geräte fanden zum Zwecke der Zellkultur sowie zur Durchführung der 
verschiedenen ELISAs (Zytotoxizität, PAI-1, PAI-2, t-PA, BrdU), der quantitativen 
Proteinbestimmung, der immunhistochemischen Analyse von Rezeptoren und der 
Proteindetektion mittels Western-Blotting ihre Verwendung (in alphabetischer Reihenfolge): 
 
 
• Autoclav Model C      Webeco GmbH, Bad Schwartau 
• Brutschrank, Model B5061    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
• Brutschrank, Model BB6220    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
• Destillationskolonne Bi 80    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
• Digital-pH-meter      Knick, Berlin 
• Elektrotransfer-Kammer     Serva, Heidelberg 
• ELISA-Reader, Spectra Max 340    Molecular Devices, England 
• Filmentwicklungsmaschine, Curix 242U   Agfa-Gevaert, Leverkusen 
• Kamera, XR-X 3000     Ricoh, USA 
• Mikroskop, LASERSCAN    Zeiss, Oberkochem 
• Mikroskop, Typ AXIOVERT 35    Zeiss, Oberkochem 
• Pipetboy plus      Integra Biosciences AG/Schweiz 
• Pipetten: Dispenserpipette     Eppendorf, Hamburg 
Finnpipette® Multichannel    Labsystems/Finnland  
Reference 1-10 µl    Eppendorf, Hamburg 
  Reference 10-100 µl    Eppendorf, Hamburg 
  Reference 200-1000 µl   Eppendorf 
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  Transferpipette®-8 20-200 µl   Brand GmbH, Wertheim 
• Sauger Sue 30      Heto Life Equiptment/Dänemrark 
• Schüttler MT 2      Ika, Wilmington/USA 
• Schüttler MTS-4      Ika, Wilmington/USA 
• SDS-Elektrophorese, SE-250    Hoefer Scientific Instruments/USA 
• Spannungsgerät       Hoefer Scientific Instruments/USA 
• Spülmaschine Miele Electronic G 7747   Miele, Gütersloh 
• Sterilbank, Hera-Safe HS12    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
• Sterilisator, T 5060 E     Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
• Tiefkühlschrank, -20OC      Bosch, Stuttgart 
• Tiefkühlschrank, -70 °C      Forma, Lifescience Int./USA  
• Waage        Satorius, Göttingen 
• Wasserbad, TYP HOR 7225    Köttermann, Hänsingen 
• Zellzähler, CASY® Modell TT    Schärfe System GmbH, Reutlingen 
• Zentrifugen:     Eppendorfzentrifuge 5415 C  Eppendorf, Hamburg 
        Megafuge 1.0    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
        Minifuge RF    Heraeus Sepatech, Osterode/Harz 
 
Verbrauchsmaterialien  
 
• Chirurgische Pinzette, mittel     Aesculap, Tuttlingen 
• Chirurgische Schere, mittel, gerade    Aesculap, Tuttlingen 
• Filmkassette, Ampli II micro     Philips, Holland 
• Gewebekulturflaschen 25 cm² und 75 cm² (steril)  Falcon, Heidelberg 
• Glaspipetten und Glaspasteurpipetten    Brand GmbH, Wertheim 
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• Lab-Tek® Chamber Slide (4 Kammern, steril)    Nunc, Dänemark 
• Microtiterplatte, 24- und 96-Lochplatten (steril)   Falcon, Heidelberg  
• Microtiterplatte, 96-Lochplatte (unsteril)    Greiner, Nürtingen 
• Nitrocellulose, Hybond-C super     Amersham, Braunschweig  
• Nunc-Immuno Platte Maxi Sorp® (unsteril)   Nunc, Dänemark 
• Pipettenspitzen: 1-10 µl      Eppendorf, Hamburg 
   10-200 µl     Costar 
   10-100 µl     Eppendorf, Hamburg 
   100-1000 µl     Costar 
   100-1000 µl     Eppendorf, Hamburg 
• Plastikpipetten, 10 ml und 25 ml (steril)    Greiner, Nürtingen 
• Plastikröhrchen, 10 ml und 50 ml (steril)    Falcon, Heidelberg 
• Röntgenfilm, Cronex X-Ray film     Dupont/USA 
• SDS-Page, 10% Tris-Glycine     Novex, San Diego/USA 
• “Whatman” Papier, GB002     Schleicher & Schüll, Dassel 
 
6.2.1.  Reagenzien und Chemikalien 
 
 
 
• Albumin aus Rinderserum       Serva, Heidelberg 
• EDTA-Na2 x H2O      Merck, Darmstadt 
• Eosin       Merck, Darmstadt 
• Ethanol       Merck, Darmstadt 
• Glukose       Merck, Darmstadt 
• Glyzin       Merck, Darmstadt 
• Hämalaun       Merck, Darmstadt 
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• HEPES       Biomol, München 
• Kaliumchlorid      Merck, Darmstadt 
• Methanol        Merck, Darmstadt 
• 2-Mercaptoethanol     Sigma, München 
• Natriumchlorid      Merck, Darmstadt 
• Natriumdodecylsulfat     Sigma, München 
• NP-40       Sigma, München 
• PFA       Sigma, München 
• Ponceau S       Serva, Heidelberg 
• Schwefelsäure      Merck, Darmstadt 
• Tris-Base       Merck, Darmstadt 
• Tween 20       Merck, Darmstadt 
• Triton®-X-100      Sigma, München 
• Wasserstoffperoxid      Merck, Darmstadt 
 
6.2.2.  Medien, Medienzusätze und Pufferlösungen 
 
• Aprotinin        Sigma, München 
• EGM-2        BioWhittaker, Maryland/USA 
• Epidermal Growth Factor   
     human rekombinant aus E. coli    Sigma, München  
• Fetales Kälberserum     Sigma, München 
• Häm´s F12       BioChrom 
• Humanes Serumprotein      Institut für Transfusionsmedizin 
        der RWTH Aachen 
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• L-Glutamin (200 mM) / Penicillin (10000 U/ml) /   
     Streptomycin (10000 µg/ml) Lösung   Gibco BRL, Eggenstein 
• Phosphatgepufferte Salzlösung     Gibco BRL, Eggenstein  
• RPMI 1640      Sigma, München 
 
6.2.3.  Enzyme, Antibiotika und Beschichtungssubstanzen 
 
• Fibronektin aus humanem Plasma   Boehringer, Mannheim 
• Fungizone (Amphotericin B 250 UG/ml)   Sigma, München 
• Gelatine, Typ A, aus Schweinehaut gewonnen  Sigma, München 
• Penicillin/Streptomycinlösung      Gibco BRL, Eggenstein 
• Trypsin        Sigma, München 
 
6.2.4.  HGF 
 
• Hepatocyte Growth Factor  
     human rekombinant aus Sf 21 Insekten Zellen  Sigma, München 
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6.2.5.  Antikörper 
 
Antigen Verdünnung Hersteller 
Biotinylierte Sekundärantikörper Siehe entsprechender 
Versuch 
Dako, Hamburg 
CD 14 1:100 Dako, Hamburg 
CD 68 (Klon PGM 1) 1:100 Dako, Hamburg 
Cytokeratin 8 1:400 Sigma, München 
Cytokeratin 18 1:500 Sigma, München 
h-met (anti c-met Rezeptor) 1:400 (Immunhistochemie) 
1:200 (Peroxidasereaktion) 
1:100 (Immunoblot) 
Santa Cruz Biotechnology/ 
USA 
Pancytokeratin 1:300 Dako, Hamburg 
Peroxidasegekoppelte 
Sekundärantikörper 
1:500 Dako, Hamburg 
Ulex europeaus Lektin I 1:100 Dako, Hamburg 
Vimentin 1:10 Dako, Hamburg 
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6.2.6. Kulturmdien  
 
HOMC 
RPMI 1640 500 ml 
HSP 56 ml 
L-Glutamin / Penicillin / Streptomycinlösung 4 ml 
 
 
 10% serumhaltiges Kulturmedium inklusive 40000 U Penicillin, 40000 µg Streptomycin 
      und 1,6 mmol/l L-Glutamin 
 
 
4MBr-5 Zellen 
Häm´s F12 396 ml 
FKS 100 ml 
L-Glutamin / Penicillin / Streptomycinlösung 4 ml 
 
 
 20% serumhaltiges Kulturmedium inklusive 40000 U Penicillin, 40000 µg Streptomycin 
     und 1,6 mmol/l L-Glutamin und 30 ng/ml EGF 
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6.2.7.  Stamm-/Gebrauchs- und Pufferlösungen 
 
EDTA-Stammlösung I 0,2% (10x), pH=7,55 
0,2 g EDTA 
1000 ml PBS-Lösung 
 
EDTA-Gebrauchslösung I 0,02% + 0,5% BSA 
1,5 ml 35%iges BSA 
10 ml EDTA-Stammlösung I 
Ad 100 ml PBS-Lösung 
 
EDTA-Stammlösung II 2,5% (10x), pH=7,55 
2,5 g EDTA 
100 ml PBS-Lösung 
 
EDTA/Trypsin-Gebrauchslösung II 0,25% 
+ 0,25% Trypsinlösung 
10 ml EDTA-Stammlösung II 
10 ml 2,5%ige Trypsinlösung 
Ad 100 ml Aqua bidest. 
 
 
HEPES-Stammlösung (10x), pH=7,55 
40 g NaCl 
1,5 g  KCl 
11,9 g  HEPES 
10 g  Glucose 
Ad 500 ml Aqua bidest. 
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HEPES-Gebrauchslösung (1x) 
55,6 ml HEPES-Stammlösung 
500 ml steriles Aqua injectabile 
 
HEPES-Transportpuffer (1x) 
55,6 ml HEPES-Stammlösung 
500 ml steriles Aqua injectabile 
4 ml Fungizone 
4 ml Penicillin / Streptomycinlösung 
 
Alle Lösungen wurden anschliessend steril filtriert. 
 
Gelatinelösung 0,2% 
1 g Gelatine 
500 ml Aqua injectabile 
 
1 g Gelatine in 500 ml Aqua injectabile geben und aufkochen. 
Nach vollständiger Auflösung für 60 Minuten bei 100 °C mit offenem Ventil  autoklavieren. 
 
6.2.8.  Gelatinebeschichtung 
 
Kultiviert wurden die Mesothelzellen in T75 (T25) Zellkulturflaschen. Da die Adhärenz der 
Mesothelzellen auf Polysterol schlecht ist, wurden die Flaschen zuvor mit Gelatine 
beschichtet [109]. 
Dazu wurde 0,2%ige Gelatinelösung auf  95 °C erhitzt. 10 ml (5 ml) dieser Lösung wurden 
dann in eine T75 (T25) Kulturflasche gegeben. Die so vorbereiteten Flaschen wurden für 
mindestens 24 Stunden bei 4 °C gelagert. Vor Aussaat der Zellen wurde die Lösung 
abgesaugt. 
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6.2.9.  Fibronektinbeschichtung 
 
Alle in den Versuchen eingesetzten Reaktionsgefässe, wie Lab-Teks® und Multiwellplatten 
wurden zuvor mit Firbonektin in der Konzentration cFibronektin=10 µg/ml beschichtet und für 
mindestens 24 Stunden bei 4 °C aufbewahrt. Vor Aussaat  wurde die Lösung abgesaugt.   
Folgende Volumina der Fibronektinlösung wurden zur Beschichtung verwendet: 
 
   4er Lab-Teks®
   
1000 µl/Kammer 
  24er Multiwell     500 µl/well 
 96er Multiwell     100 µl/well 
 
6.2.10.  Hämalaun-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 
 
Die HE-Färbung ist eine gängige Übersichtsfärbung in der Histologie. Basophile Strukturen, 
wie beispielsweise Zellkerne, werden in alkalischem Milieu durch Hämalaun intensiv 
blauschwarz bis violett gefärbt. Zytoplasmatische Bestandteile färben sich durch Eosin rosa 
bis  rot.  
Die auf Objektträgern ausgesäten Mesothelzellen wurden zunächst mit 0,5%iger PFA-Lösung 
fixiert und für 30 Minuten bei 4 °C gelagert. Nach Dekantieren der PFA-Lösung und 
dreimaligem Spülen mit Aqua bidest., wurden die Objektträger für etwa zwei Minuten in 
saurem Hämalau nach Meyer gefärbt. Überschüssiges Hämalaun wurde sorgfältig mit Aqua 
bidest. ausgewaschen. Zur Gegenfärbung wurden die Objektträger für etwa fünf Minuten in 
1%ige Eosinlösung gegeben. Nach erneutem Waschen mit Aqua bidest. wurden die fertig 
gefärbten Zellen photographiert. 
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6.2.11.  Kits       
 
PAI-1 Quantifizierung 
 
Imulyse™ PAI-1 Reagenz   Biopool International/USA 
 
PAI-2 Quantifizierung 
 
TintElise® PAI-2 Reagenz   Biopool International/USA 
 
t-PA Quantifizierung 
 
Imulyse™ tPA    Biopool International/USA 
 
Proliferationsmessung 
 
Cell Proliferation ELISA, BrdU  Boehringer, Mannheim 
 
Proteinquantifizierung 
 
BCA, Protein Assay Reagenz  Pierce, Rockford/USA 
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Immunchemolumineszenz System  
 
Chemolumineszenz Detektions Kit  Tropix, Bedford/USA 
 
 
SDS-Page Molekulargewichtsmarker 
kDa Protein 
200 Myosin (Skelettmuskel des Kaninchens) 
116,25 β-Galaktosidase (E. coli) 
97,4 Phosphorylase b (Kaninchenmuskel) 
66,2 Serum Albumin (Rind) 
45 Ovalbumin (Hühnereiweiss) 
31 Carboanhydrase (Rind) 
21,5 Trypsin Inhibitor (Sojabohne) 
14,4 Lysozym (Hühnereiweiss) 
6 Aprotinin (Rinderpankreas) 
 
 
Zytotoxizitätsbestimmung  
 
Cell Proliferation Kit II (XTT)  Boehringer, Mannheim 
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